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1 Einleitung 
Der Mensch ist stets von einer Vielzahl an Bakterien umgeben, von denen einige 
schädliche Wirkungen auf den humanen Organismus besitzen können, während andere 
Bakterienarten im menschlichen Körper wichtige Aufgaben beispielsweise in der 
Verdauung von Nahrungsmitteln erfüllen. 
 
Wenn es im menschlichen Körper jedoch zu einem Befall mit mikrobiellen oder toxischen 
Erregern (Bakterien, Pilzen) kommt, wird in Form einer Entzündungskaskade eine lokale 
inflammatorische Reaktion des Immunsystems in Gang gesetzt, die die Pathogene 
unschädlich machen soll1. In diesem Zusammenhang stellen die humanen 
polymorphkernigen Neutrophilen (PMN) eine der wichtigsten Zellarten dar, da diese 
unmittelbar und frühzeitig mit den Erregern konfrontiert werden und aufgrund ihrer 
phagozytären Eigenschaften eine wichtige Säule der primären Immunabwehr des 
menschlichen Organismus bilden2-4. PMN bilden mit 40 – 75 % die größte Fraktion der 
Leukozyten im menschlichen Blut2-4. 
 
Unmittelbar nachdem Pathogene ins menschliche Immunsystem eingedrungen sind, wird 
eine lokale inflammatorische Reaktion des Immunsystems durch örtlich vorkommende 
Makrophagen, nekrotische Zellen, Plasmafaktoren und mikrobielle Produkte ausgelöst1. 
Die lokal produzierten inflammatorischen und mikrobiellen Faktoren wie Interleukine und 
aktivierte Komplementproteine erzeugen einen chemotaktischen Gradienten, modifizieren 
die Membranrezeptoren der Endothelzellen und begünstigen eine Verlangsamung des 
Blutflusses in den Venen1, 5. Während der Wanderung von Neutrophilen in den Venen 
bewegen sich die PMN entlang der Oberflächen der Endothelzellen und interagieren 
normalerweise nur über schwache Adhäsionskräfte mit den Endothelzellen. Infolge des 
chemotaktischen Gradienten sowie der zellulären Signale werden die PMN jedoch 
aktiviert und über Selektine stärker an die Endothelzellen gebunden, wodurch eine 
transendotheläre Migration der PMN in Richtung des entzündlichen Geschehens im 
extravaskulären Gewebe ermöglicht wird1, 6 (Abb. 1). Nachdem die PMN entlang des 
chemotaktischen Gradienten zum Ort des entzündlichen Geschehens gewandert 
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(Chemotaxis) sind, erfolgt über spezifische Membranrezeptoren eine Erkennung der 
Pathogene. Anschließend werden die Pathogene durch Ausstülpungen der Membran 
(„Pseudopods“) umschlossen und in Form einer Vakuole in die PMN eingeschlossen 
(Phagozytose). Durch eine parallele Aktivierung der Freisetzung von granulozytären 
Bestandteilen und des „Oxidative Burst“ werden die Pathogene dann unschädlich 
gemacht1, 7. Beim „Oxidative Burst“ kommt es infolge der Aktivierung der NADPH-Oxidase 
und des Verbrauches von Sauerstoff (O2) zur Bildung von anionischen und radikalischen 
Sauerstoff- und Stickstoffverbindungen sowie die Freisetzung von Wasserstoffperoxid 
(H2O2). Eine schnelle Bildung und Freisetzung dieser einzelnen Verbindungen in 
Kombination mit den in PMN intrazellulär vorkommenden proteolytischen Enzymen bildet 
ein effektives antimikrobielles System gegen eine Vielzahl von körperfremden 
Pathogenen3, 6-8. Die einzelnen zellspezifischen Funktionen der PMN sind dabei äußerst 
komplex und bedürfen auf der Rezeptor- und Postrezeptor-Ebene einer unterschiedlichen 
Regulation9. Nach der Aufnahme und Zerstörung von Pathogenen sterben die PMN 
innerhalb von 72 h durch den Prozess der Apoptose (programmierter Zelltod)10-12. 
 
 
 
 Abb. 1: Vereinfachte Darstellung der zellspezifischen Funktionen Aktivierung, Chemotaxis, 
  Phagozytose und „Oxidative Burst“ von humanen PMN infolge einer bakteriellen  
  Infektion
1, 7
. 
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Während des gesamten Prozesses kommt es zur Freisetzung von Interleukinen (IL; 
Peptidhormone), einer Untergruppe der Zytokine, die für die Kommunikation zwischen 
den Zellen des Immunsystems eine hohe Relevanz besitzen. In der Tabelle 1 sind für 
ausgewählte Interleukine die Herkunft und Funktionen zusammengefasst13-22. 
 
Interleukin Herkunft und Funktion 
IL-1ß Sekretion durch Makrophagen, Monozyten und Fibroblasten. Aktivierung von 
T- und B-Zellen. 
IL-2 Sekretion durch aktivierte T-Zellen und TH1-Zellen. Zugehörigkeit zur Gruppe 
der Wachstumsfaktoren. Anregung der Proliferation und Differenzierung von B- 
und T-Zellen, Stimulation der Produktion verschiedener Interleukine und der 
Zytotoxizität in aktivierten Makrophagen. 
IL-4 Sekretion durch T-Zellen und Mastzellen. Antiinflammatorische Eigenschaften. 
Steigerung der Immunglobulinsynthese, Verringerung der Produktion von TH1-
Zellen, Makrophagen und IL-12. 
IL-6 Sekretion durch Makrophagen und Fibroblasten. Aktivierung und Regulation 
der Proliferation und Differenzierung von B-Zellen, Schlüsselrolle beim 
Übergang von der angeborenen zur erworbenen Immunität, Begrenzung der 
Akkumulation neutrophiler Granulozyten im entzündlichen Gewebe, Regulation 
der Apoptose der Leukozyten. 
IL-8 Sekretion durch T-Zellen, Makrophagen, Fibroblasten. Zugehörigkeit zur 
Gruppe der Chemokine. Förderung der Aktivierung, Adhäsion und Chemotaxis 
von neutrophilen Granulozyten, Anregung der Expression von 
Adhäsionsmolekülen, Aktivierung der Freisetzung von Sauerstoffradikalen. 
IL-10 Sekretion durch TH0- und TH2-Zellen sowie durch Makrophagen. 
Antiinflammatorische Eigenschaften (Hemmung der Makrophagenfunktionen 
und überschießender Entzündungsreaktionen), Aktivierung und Proliferation 
von B-Zellen, Hemmung der Bildung unterschiedlicher Interleukine. 
IL-12 Sekretion durch Makrophagen und B-Zellen. Zentrale Funktion in der zellulären 
Abwehr und Förderung von T-Killerzellen, in einem Tumor einzudringen und 
diesen zu zerstören. 
TNF- Sekretion durch Makrophagen, T-Zellen und TH1-Zellen. Stimulation und 
Hemmung von Tumorzellen möglich, wichtiger Entzündungsmediator, Zytolyse 
von transformierten Zellen. 
Tab. 1: Zusammenstellung ausgewählter Interleukine (IL) mit Angabe deren Herkunft und Funktion. 
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Über die gesteigerte oder unterdrückte Freisetzung von Interleukinen durch die PMN 
können weitere Zellen zum Ort des entzündlichen Geschehens gelockt werden und somit 
die Immunabwehr angeregt werden13-19, 21, 22. Da viele Interleukine von mehr als einer 
Zellart gebildet werden, aber nicht jede Zelle die gleichen Interleukine freisetzt, ist der 
Effekt von Arzneistoffen (zum Beispiel Fluorchinolonen) auf die Sekretion von 
Interleukinen nicht einheitlich, sondern variiert in Abhängigkeit vom Zelltyp und den 
betrachteten Interleukinen23.  
 
Bei einem sehr starken Befall des Organismus mit Bakterien ist es häufig erforderlich, 
Arzneistoffe (Antibiotika) einzusetzen, die die PMN darin unterstützen sollen, die Erreger 
unschädlich zu machen. Dabei können durch die Applikation von Arzneistoffen 
Einschränkungen in wichtigen PMN-Funktionen (Viabilitätsverlust, Inhibierung der 
Phagozytose, des „Oxidative Bursts“ und der Interleukinsekretion) resultieren10, 24, 25. Im 
Gegensatz kann die Applikation eines Arzneistoffes auch ohne eine relevante 
Beeinflussung der PMN-Funktionen bleiben, wie es am Beispiel des Oxazolidinon-
Antibiotikums Linezolid in der Fachliteratur beschrieben ist26, 27. Unterstützend in der 
Bekämpfung von Erregern kann die Aufnahme und Anreicherung von antimikrobiellen 
Arzneistoffen (zum Beispiel Fluorchinolonen) in Phagozyten und somit ein direkter 
Transport zum Entzündungsort sein; zwei wichtige Faktoren der pharmakologischen 
Effektivität dieser Arzneistoffe gegenüber intrazellulär vorkommenden Pathogenen2. 
 
Für die Ermittlung der pharmako- und eventuell toxikologischen Wirkung eines 
Arzneistoffes auf den menschlichen Organismus werden präklinische und klinische 
Studien entsprechend dem Stufenplan nach §4 und §63 des deutschen Arzneimittel-
gesetzes28 durchgeführt. Im Rahmen der präklinischen Studien29-32 erfolgen in vitro 
Untersuchungen an humanen Blutzellen3, 17, 33-40 und/oder in vivo Untersuchungen am 
Tiermodell32, 41-43. Auch in diesem Zusammenhang zählen die humanen PMN zu den 
wichtigsten Zellarten, da sie eine der ersten Zellen sind, die mit Xenobiotika in Kontakt 
kommen und darüber hinaus einfach zu isolieren sind2-4. Die Anreicherung von 
Fluorchinolonen in Zellen (PMN, THP1-Monocyten, Makrophagen) wurde beispielsweise 
bereits früher beschrieben33, 34, 36, 38, 44-51. Allerdings gibt es bis heute kaum 
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Untersuchungen zur zellassoziierten Aufnahme von Fluorchinolonen in PMN und dessen 
Wirkung auf mehrere spezifische Zellfunktionen. In einer der wenigen Arbeiten 
beschäftigte sich Mandell44 mit der intrazellulären Aufnahme von Levofloxacin (LVX) und 
dessen Einfluss auf die Chemotaxis. Deutlich weniger Arbeiten beschäftigten sich mit der 
Ermittlung des Einflusses von Arzneistoffen auf andere Primärzellen (Epithelzellen, 
Krebszellen der Lunge) oder kultivierte Zellarten (HL60-Zellen)37, 38, 52, 53. 
 
Die pharmakologische Effektivität eines Arzneistoffes im menschlichen Körper wird 
sowohl durch dessen Pharmakokinetik (PK) als auch dessen Pharmakodynamik (PD) 
geprägt54. Die Lehre der PK befasst sich mit der Konzentrationsänderung eines 
Pharmakons im Organismus in Abhängigkeit von der Zeit und beschreibt grundlegende 
Prozesse wie die Freisetzung (Liberation), Aufnahme (Absorption), Verteilung 
(Distribution), Umwandlung/Abbau (Metabolisierung) und Ausscheidung (Exkretion) des 
Wirkstoffes im menschlichen Körper (LADME-Prinzip). Dem gegenüber steht die PD, 
welche Vorgänge beschreibt, die zur pharmakologischen Wirkung eines Arzneistoffes 
führen, wie z.B. die Bindung eines Arzneistoffes an seine physiologischen Zielstrukturen 
(Rezeptoren, Transporter, Enzyme) sowie deren Aktivierungs- und 
Umwandlungsprozesse20, 54. 
 
Hinsichtlich einer Beurteilung der pharmakologischen Effektivität eines Arzneistoffes im 
menschlichen Körper wurden Konzepte etabliert, die eine zusammenhängende 
Betrachtung der PK und PD eines Arzneistoffes beinhalten (PK/PD – Modelle). Dabei 
werden im Falle von Antiinfektiva derzeit insbesondere die Verhältnisse zwischen den in 
einer Therapie maximal erreichten Blutkonzentrationen (Cmax) beziehungsweise der 
Fläche unter der Konzentrations-Zeit-Kurve (AUC) und der 
Mindestinhibierungskonzentration (MIC) des Arzneistoffes gegenüber den betrachteten 
Pathogenen für die Vorhersage einer therapeutischen Wirksamkeit diskutiert (Cmax/MIC 
oder AUC/MIC – Modelle)55, 56. Darüber hinaus wird auch das prozentuale Zeitintervall, in 
der die Arzneistoffkonzentration oberhalb der MIC liegt (%Tmax/MIC), als Parameter für 
eine Vorhersage der antimikrobiellen Effektivität diskutiert, wobei für einzelne 
Arzneistoffklassen verschiedene PK/PD – Modelle Anwendung finden56. So wird für 
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Aminoglykoside das Modell Cmax/MIC, für Penicilline und Cephalosporine das 
%Tmax/MIC – Modell und für Glykopeptide die Korrelation zwischen der AUC und der MIC 
betrachtet. Für einige ausgewählte Arzneistoffgruppen wie den Fluorchinolonen kann es 
erforderlich sein, differenzierte Korrelationsbetrachtungen durchzuführen (Cmax/MIC 
und/oder AUC/MIC)57. 
 
Für eine Beurteilung der antimikrobiellen Effektivität eines Arzneistoffes in der 
Behandlung von Infektionen mit resistenten Keimen oder sich schnell ausbreitenden 
Infektionen ist es nahezu unabdingbar, die Arzneistoffkonzentration am Infektionsort zu 
kennen. Diese Arzneistoffkonzentration hängt aber von der Verteilung eines Arzneistoffes 
im Blut und Gewebe ab, welche durch die physikochemischen Eigenschaften des 
Arzneistoffes (Lipophilie, Hydrophilie, Polarität, Bindung an Matrixbestandteile wie 
Proteine und/oder Zellen) beeinflusst wird20. Insbesondere die Kenntnis über die ‚freie‘, 
d.h. nicht an Matrixbestandteile wie Zellen und Proteine gebundene 
Arzneistoffkonzentration ist dabei von hoher klinischer Relevanz, um die 
arzneistoffbedingte Toxizität zu minimieren und die pharmakologische Effektivität in der 
Arzneistofftherapie zu erhöhen58, 59. 
 
Die Hypothese, dass die pharmakologische Aktivität eines Arzneistoffes durch die ,freie‘ 
Arzneistoffkonzentration hervorgerufen wird, wurde 1979 von Israili60 eingeführt. Diese 
Hypothese beruht auf der Annahme, dass die Plasmaproteinbindung (PPB) die Verteilung 
eines Arzneistoffes im Körper und die Bindung an die Zielstrukturen begrenzen kann54. Es 
ist bekannt, dass die PPB sowohl die PK als auch PD und somit die antimikrobielle 
Aktivität des Arzneistoffes beeinflussen kann61-72. Beispielsweise kann es bezüglich der 
PK zu Veränderungen in der Halbwertszeit, des Verteilungsvolumens und der Clearance 
in Abhängigkeit von der PPB kommen54, 73, 74.  
 
Im menschlichen Vollblut binden Arzneistoffe an Albumin, 1-Glykoproteine, Lipoproteine, 
Erythrozyten sowie -ß- und -Globuline, wobei Albumin und 1-Glykoproteine die 
Hauptbindungsproteine darstellen54, 75-78. Albumin, welches mit 50 – 60 % (35 – 50 g/L) die 
größte Fraktion der Plasmaproteine bildet, wird in der Leber gebildet, ist ein 
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Transportprotein für eine Vielzahl an endogenen und exogenen Verbindungen und besitzt 
eine wichtige physiologische Funktion bei der Stabilisierung des pH-Wertes des Blutes79. 
Albumin ist hauptsächlich für die Bindung von aziden Arzneistoffen verantwortlich54, 80-82. 
1-Glykoproteine sind hingegen hauptsächlich in die Bindung von neutralen und 
basischen Arzneistoffen involviert54, 77, 83, 84. Neben ihrer Funktion als Transportproteine 
werden 1-Glykoproteine als antiinflammatorische und immunmodulierende Verbindungen 
betrachtet, die bei Entzündungen und pathophysiologischen Prozessen eine wichtige 
Rolle einnehmen54, 77, 85. 
 
Verschiedene Krankheiten können ebenfalls einen Einfluss auf die pharmakologische 
Effektivität einer Arzneistofftherapie haben. Infolge einer Hypoalbuminämie 
(Herabsetzung des Gehaltes an Albumin) kann ein Anstieg in der ,freien‘ und somit 
wirksamen Arzneistoffkonzentration resultieren, was insbesondere für Arzneistoffe mit 
einer hohen PPB (> 80 %) in der Therapie zu berücksichtigen ist86-90. Einschränkungen in 
der renalen Ausscheidung und Erkrankungen der Leber können ebenfalls zu einer 
verringerten Bindungsrate der Arzneistoffe an Proteine führen87. Bei rheumatischen 
Entzündungen kommt es zunächst zur Herabsetzung der Albuminkonzentration, jedoch 
findet häufig eine konkurrierende Zunahme der Konzentrationen an verschiedenen 
Globulinen und Glykoproteinen statt, wodurch eine gesteigerte Bindung der Arzneistoffe 
an diese Proteine und somit eine verringerte ,freie‘ Arzneistoffkonzentration resultieren 
können87. Ähnliche Prozesse lassen sich auch für ältere oder schwangere Patienten 
beobachten81. 
 
Zu den in der Fachliteratur beschriebenen Methoden für die Bestimmung der PPB eines 
Arzneistoffes zählen die Mikrodialyse, Gleichgewichtsdialyse, dynamische Dialyse, 
Gelfiltration, Ultrafiltration, Ultrazentrifugation, Elektrophorese sowie spektrometrische und 
enzymkinetische Methoden54, 78, 91-95. Da viele der genannten Methoden material- und 
zeitintensiv sind oder spezielle analytische Techniken bedürfen, die nicht in jedem 
Routinelabor vorhanden sind, haben sich hauptsächlich die Mikrodialyse, die 
Gleichgewichtsdialyse und die Ultrafiltration zur Bestimmung der PPB in der Praxis 
etabliert78.  
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Die Probenvorbereitung stellt einen kritischen und entscheidenden Schritt in der 
Arzneistoffanalyse dar, da die direkte chromatographische Bestimmung von Arzneistoffen 
aus biologischen Matrizes wie humanem Vollblut oder antikoaguliertem Plasma ohne 
weitere Probenaufarbeitung aufgrund von störenden Einflüssen der Matrix, welche unter 
anderem aus Proteinen, Lipiden und Sacchariden besteht, nicht möglich ist96-98. Der 
Einsatz von einfachen und schnellen bioanalytischen Methoden scheitert aber häufig an 
komplizierten sowie material- und zeitaufwendigen Probenvorbereitungsmethoden wie der 
Festphasenextraktion (Solid-Phase Extraction, SPE) oder der Flüssig-Flüssig-Extraktion 
(Liquid-Liquid Extraction, LLE). Zu den etablierten Probenvorbereitungsmethoden zählen 
darüber hinaus oft mehrstufige Verfahren, die unter anderem aus den folgenden Schritten 
bestehen können: Verdünnungen, Fällungen, Filtrationen und/oder Zentrifugations-
prozesse96-98. Ein Nachteil der SPE und LLE ist, dass diese Methoden nur den 
Gesamtanteil eines Arzneistoffes (,freier‘ + an Matrixbestandteile gebundener Anteil) aus 
der Matrix isolieren, wodurch eine Einsatzmöglichkeit der SPE und LLE für die 
Bestimmung der PPB nicht gegeben ist. Die Festphasenmikroextraktion (Solid-Phase 
Microextraction, SPME) ist eine relativ neue und innovative Probenvorbereitungsmethode 
für die Bestimmung von Arzneistoffen aus biologischen Matrizes (Vollblut, Plasma), die 
nur den freien Arzneistoffanteil extrahiert und somit diese Limitation umgeht99-101. 
 
1.1 Festphasenmikroextraktion (Solid-Phase Microextraction, SPME) 
Die Festphasenmikroextraktion (Solid-Phase Microextraction, SPME), welche Ende der 
1980er Jahre von Pawliszyn et al. eingeführt wurde, ist eine innovative, einfache, schnelle 
und lösungsmittelarme Methode zur Bestimmung von ,freien‘ Arzneistoffkonzentrationen 
aus humanen Matrizes98, 102-105 und von anderen Verbindungen aus Gasen und 
Gewässern99-101, 106-108. Die Methode der SPME, welche mit Polymeren beschichtete 
Materialien als Extraktionsfasern benutzt, integriert Extraktion, Isolation und Anreicherung 
des Zielanalyten in einem Schritt98, 100, 101. Für eine reproduzierbare Extraktionsleistung 
der SPME-Fasern ist die Einstellung von Gleichgewichten innerhalb von Minuten bis zu 
einigen Stunden (in Abhängigkeit vom Analyten)109 von entscheidender Bedeutung. Diese 
Gleichgewichte werden in biologischen Matrizes durch die Affinitäten des Arzneistoffes 
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zum Protein einerseits, beziehungsweise zum Beschichtungsmaterial der SPME-Sonde 
andererseits, geprägt. Ebenfalls ist es erforderlich, zwischen einer „headspace“ (SPME 
von leichtflüchtigen und flüchtigen Analyten aus der Gasphase) und einer „direct 
immersion“ (SPME von Verbindungen aus einer flüssigen Phase) Extraktion zu 
unterscheiden105, 109. Nach einer thermischen oder lösungsmittelvermittelten Desorption 
der Analyten vom Beschichtungsmaterial kann oft ohne weitere Probenaufarbeitung eine 
zum freien Arzneistoffanteil proportionale Konzentration direkt ermittelt werden (Abb. 2)105, 
110, 111. 
 
 Abb. 2: Vereinfachte Darstellung des „Arbeitsprinzipes“ der SPME
105, 110, 111
. 
 
Der Mikroextraktionsprozess wird dabei als vollständig beendet betrachtet, wenn 
zwischen der Analytkonzentration in der eingesetzten Analytlösung und der adsorbierten 
Menge am Beschichtungsmaterial ein Gleichgewicht erreicht ist110, 111. Die extrahierte 
Stoffmenge im Gleichgewichtszustand (ne) kann dann über die nachfolgende Gleichung 1 
berechnet werden: 
 
ne = (Kfs • Vs • Vf • C0) / (Kfs • Vf + Vs) 
    Gleichung 1: Berechnung der extrahierten  
 Masse des Analyten
110, 111
. 
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mit folgenden Abkürzungsbedeutungen: 
ne  - extrahierte Masse des Analyten im Gleichgewichtszustand 
Vs  - Volumen der eingesetzten Analytlösung  
Vf      - Volumen des Beschichtungsmaterials 
C0       - Konzentration des Analyten in der Analytlösung 
Kfs   - Verteilungskoeffizient des Analyten zwischen der Probenmatrix und dem 
   Beschichtungsmaterial 
 
Aus Gleichung 1 ist erkennbar, dass die extrahierte Masse des Analyten (ne) direkt 
proportional zu der Anfangskonzentration des Analyten (C0) ist, was die Grundlage für 
eine quantitative Bestimmung mittels SPME-Analytik bildet110. Wenn das Volumen der 
Probenlösung deutlich größer als das Volumen des Beschichtungsmaterials ist, gilt 
Vs » Kfs • Vf und die Gleichung 1 kann vereinfacht werden (Gleichung 2)
110, 111: 
 
ne = Kfs • Vf • C0 
       Gleichung 2: Vereinfachte Berechnung der  
 extrahierten Analytmasse bei  
 großem Porbenvolumen
110, 111
. 
 
Die Extraktionsleistung der SPME ist von verschiedenen Parametern abhängig. Dabei 
lassen sich die einflussausübenden Parameter in zwei wesentliche Gruppen teilen: zum 
einen Kenngrößen, die die experimentelle Durchführung betreffen, und zum anderen die 
Materialauswahl der Faserbeschichtung und somit die Interaktionsfähigkeit zwischen 
Analyt und Beschichtungsmaterial. Zu den Durchführungsparametern, die theoretisch 
einen Einfluss auf die Extraktionsausbeuten der Fasern für bestimmte Analyte besitzen, 
zählen der pH – Wert, die Polarität der Lösung, der Zusatz von Salzen, der 
Bewegungsmodus, die Desorptionsart und –matrix sowie die Extraktionstemperaturen 
und –zeiten98, 110-115. Weitere wichtige Kenngrößen sind die Art, Dicke und Polarität der 
Faserbeschichtung, die einen deutlichen Einfluss auf die Extraktionsausbeuten haben 
können98, 111, 115. Da die Einflüsse der einzelnen Parameter für verschiedene 
Verbindungen und Verbindungsklassen unterschiedlich ausfallen können, ist es erfor-
derlich, die SPME – Durchführungsparameter für einzelne Verbindungen zu optimieren. 
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Eine Vielzahl an unterschiedlichen Beschichtungsmaterialien ist käuflich erhältlich. Zu 
diesen Beschichtungsmaterialien zählen Polydimethylsiloxan, Polyacrylat, 
Polydimethylsiloxan-Divinylbenzen, Carboxen-Polydimethylsiloxan, Carbowax- Divinyl-
benzen, Polyacrylnitril-C18 und C18100, 104, deren Eignung aufgrund der 
physikochemischen Eigenschaften für verschiedene Verbindungen voneinander variieren 
kann. Häufig verwendete Beschichtungsdicken liegen zwischen 45 µm und 100 µm100, 104. 
International publizierte Forschungsarbeiten beschäftigen sich darüber hinaus mit der 
SPME unter Verwendung von Polypyrrol- und Polythiophen-Beschichtungen, die durch 
elektrochemische Abscheidung auf einem Trägermaterial (zum Beispiel chirurgischer 
Edelstahldraht) erzielt werden98, 102, 103, 116. 
 
Bis heute ist die SPME für die Extraktion von Verbindungen aus verschiedenen 
biologischen Matrizes wie Vollblut, Plasma, Urin und Atemgas sowie aus natürlichen 
Produkten und Umweltproben (Gewässer, Böden) eingesetzt worden98, 103, 104, 109, 117-120.  
 
1.2 Untersuchte antimikrobielle Arzneistoffe 
In den durchgeführten PMN- beziehungsweise SPME-Studien wurden Arzneistoffe mit 
unterschiedlichen physikochemischen Eigenschaften aber hohen klinischen Relevanzen 
eingesetzt, von denen in der Tabelle 2 die Arzneistoffgruppe und -kategorie sowie die 
Molgewichte und die chemischen Strukturen angegeben sind.  
 
1.2.1 Daptomycin (DPT) 
DPT gehört zur Gruppe der zyklischen Lipopeptid-Antibiotika und wird unter anderem zur 
Behandlung von komplizierten Haut- und Weichteilinfektionen eingesetzt. Aufgrund seiner 
schnellen und konzentrationsabhängigen antibakteriellen Wirksamkeit gegen Gram-
positive Keime wie Methicillin- oder Vancomycin-resistente Staphylococcus aureus 
(MRSA, VRSA) und Vancomycin-resistente Enterococcus (VRE) sowie eines sehr 
geringen Resistenzpotentials bei einem hohen Sicherheitsprofil, besitzt DPT eine große 
klinische Relevanz121-125. DPT zeigt einen signifikanten postantibiotischen Effekt und 
besitzt eine hohe PPB von 90 – 94 %121, wodurch die PK von DPT im Blut und die 
Verteilung in  tiefere Kompartimente durch Änderungen im Bindungsgrad an Proteine, wie  
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Daptomycin (DPT) 
zyklisches Lipopeptid, Antibiotikum 
M = 1619,7 g/mol 
 
 
(Strukturformel: Steenbergen et al.
124
) 
 
Levofloxacin (LVX) 
Fluorchinolon, Antibiotikum 
M = 361,4 g/mol 
 
 
 
(Strukturformel: Wong et al.
126) 
 
Clindamycin (CLI) 
Lincosamid, Antibiotikum 
M = 424,9 g/mol 
 
 
(Strukturformel: Cho et al.
127) 
 
Linezolid (LNZ) 
Oxazolidinon, Antibiotikum 
M = 337,3 g/mol 
 
 
 
(Strukturformel: Toutain et al.
128) 
 
Sirolimus (SRL) 
makrozyklisches Lakton, Immunsuppressivum 
M = 914,2 g/mol 
 
 
(Strukturformel: Stein et al.
129) 
Tab. 2: In den Untersuchungen verwendete Arzneistoffe: Angabe der Arzneistoffgruppen, Arzneistoff-
kategorien, Molgewichte und Strukturformeln. 
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es beispielsweise bei Leberinsuffizienzen auftreten kann, beeinflussbar sind. Die 
Elimination von DPT erfolgt hauptsächlich renal (78 %) und erfordert eine 
Dosisanpassung bei Patienten mit Nierenerkrankungen (Kreatinin-Clearance 
< 30 mL/min)121.  
 
1.2.2 Levofloxacin (LVX) 
LVX und D-Ofloxacin sind optisch aktive Isomere des racemischen Ofloxacin, einem 
Fluorchinolon. LVX, eines der beiden Isomere, besitzt im Vergleich zu Ofloxacin eine 
doppelt so große antimikrobielle Wirksamkeit34, 130. LVX ist pharmakologisch aktiv gegen 
Gram-positive und Gram-negative Bakterien, da es in Bakterien sowohl die DNA-Gyrase 
als auch die Topoisomerase IV unterdrückt131, wobei der Hauptwirkmechanismus vom 
Bakterientyp abhängig ist. Aufgrund seiner Wirksamkeit unter anderem gegen 
Staphylococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus und Escherichia coli (E. coli) wird 
LVX gegen Infektionen der Atemwege und des Harntraktes sowie bei Haut- und 
Weichteilinfektionen eingesetzt131. LVX soll eine PPB von 24-38 % besitzen, wird 
hauptsächlich renal ausgeschieden und erfordert eine Dosisanpassung bei Patienten mit 
Niereninsuffizienz131-133.  
 
1.2.3 Clindamycin (CLI) 
CLI ist das 7-Chlor-7-desoxy-derivat des Lincomycins, welches als Fermentationsprodukt 
von Streptomyces lincolnensis entsteht134, 135. Obwohl die chemischen Strukturen der 
Makrolidantibiotika (z.B. Erythromycin), Lincosamide (Lincomycin, CLI) und 
Streptogramine unterschiedlich sind, besitzen sie den identischen Wirkmechanismus. 
Diese Antibiotika blockieren die Proteinsynthese in bestimmten Bakterienarten durch 
Unterdrückung der Peptidyltransferase-Reaktion an der 50(S)-Ribosom-Untereinheit135. 
CLI ist wirksam gegen Gram-positive Bakterien, anaerobe Organismen sowie 
Mykoplasmen und wird infolge dessen zur Behandlung von Atemwegserkrankungen, 
Haut- und Weichteilinfektionen sowie von intra-abdominalen Entzündungen verwendet127, 
136. Die PPB von CLI wird mit ~94 % angegeben63. 
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1.2.4 Linezolid (LNZ) 
LNZ ist der erste Vertreter aus der Gruppe der Oxazolidinon-Antibiotika137-139. LNZ ist aktiv 
gegen Gram-positive Organismen und stellt eine Alternative zu den bekannten 
Streptogramin-Kombinationen, Ketoliden und Glykopeptiden dar. LNZ wird unter anderem 
zur Behandlung von komplizierten Haut- und Weichteilinfektionen, die durch MRSA, 
Penicillin- und Cephalosporin-resistente Pneumokokken sowie VRE ausgelöst wurden, 
eingesetzt139-141. LNZ wird nach peroraler Aufnahme schnell und nahezu vollständig 
resorbiert und besitzt eine PPB von ~30 %138, 142, 143. Darüber hinaus zeigt LNZ eine gute 
Penetration in die äußeren Gefäßstellen144. Aufgrund dieser Eigenschaften erwies LNZ 
sich als eine sinnvolle Therapieoption in der Behandlung von Krankheitsbildern bei 
Patienten mit einem hohen Risiko, an MRSA-induzierten Folgeinfektionen zu 
erkranken142. 
 
1.2.5 Sirolimus (SRL) 
SRL, ein makrozyklisches Lakton und natürliches Fermentationsprodukt von 
Streptomyces hygroscopicus, ist ein Immunsuppressivum, das bei Nieren-, Leber-, 
Bauchspeicheldrüsen- und Herztransplantationen eingesetzt wird, um akute 
Organabstoßungen zu vermeiden59, 145. SRL ist ein schwer dosierbarer Arzneistoff, der 
eine Blutspiegelüberwachung im Rahmen des „Therapeutic Drug Monitoring“ (TDM) 
erforderlich macht, um die arzneistoffbedingte Toxizität zu minimieren und die 
Therapieeffektivität zu optimieren58, 59. Darüber hinaus gibt es Hinweise dafür, dass ein 
TDM von SRL aufgrund von zwei wichtigen Gründen angebracht ist: I) eine Korrelation 
zwischen der Talspiegelkonzentration und der Fläche unter der Konzentrations-Zeit-
Kurve, II) eine Korrelation der SRL-Toxizität in Abhängigkeit von SRL-
Talspiegelkonzentrationen > 15 µg/L146, 147.  
 
SRL ist zum überwiegenden Teil an Blutbestandteile, speziell Erythrozyten, assoziiert und 
weist ein stark variierendes Vollblut/Plasma-Verhältnis mit einem Durchschnittswert von 
36/1 auf145, 148, 149. Im Blut verteilt sich SRL in Erythrozyten (94,5 %), Plasma (3,1 %), 
Lymphozyten (1,01 %) und Granulozyten (1,0 %)150. Zusätzlich weist SRL eine PPB von 
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> 90 % auf150, 151. In Anbetracht dieser Fakten ist die ,freie‘, nicht an Matrixbestandteile 
gebundene SRL-Plasmakonzentration oft unterhalb des Messbereiches von routinemäßig 
eingesetzten Analysentechniken152. 
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2 Fragestellung 
In der vorliegenden Arbeit sollte der Fragestellung nachgegangen werden, welchen 
Einfluss die klinisch relevanten Antibiotika Levofloxacin (LVX), Daptomycin (DPT) und 
Clindamycin (CLI) auf spezifische Zellfunktionen von humanen polymorphkernigen 
Neutrophilen (PMN) besitzen. Da in der Arzneistofftherapie allgemein angenommen wird, 
dass häufig nur die ,freie‘, nicht an Blutbestandteile gebundene Arzneistofffraktion 
pharmakologisch wirksam ist und für die Elimination zur Verfügung steht, sollte darüber 
hinaus die Anwendbarkeit der Festphasenmikroextraktion (SPME) zur Bestimmung der 
,freien‘ Arzneistoffkonzentration aus bioanalytisch bedeutsamen Matrizes evaluiert 
werden. 
 
Folgende Fragestellungen waren dabei von besonderem Interesse: 
1. Einfluss ausgewählter Antibiotika auf spezifische Funktionen der PMN 
Kommt es zu einer intrazellulären Aufnahme bzw. Akkumulation von LVX, DPT 
und CLI in PMN? Welchen Einfluss haben diese Antibiotika auf die spezifischen 
Zellfunktionen Viabilität, Chemotaxis, Phagozytose, „Oxidative Burst“ und die 
Sekretion von Interleukinen? Besteht eine Korrelation zwischen den 
zellassoziierten Arzneistoffkonzentrationen und den auftretenden Einflüssen auf 
spezifische PMN-Funktionen? 
2. Bestimmung von ,freien‘ Arzneistoffkonzentrationen mittels SPME                  
Ist die SPME geeignet, um die ,freie‘ Arzneistofffraktion von Arzneistoffen mit 
einem engen therapeutischen Fenster (am Beispiel von Sirolimus (SRL)) und 
somit einem hohen Risiko für unerwünschte Arzneimittelwirkungen 
beziehungsweise Therapieversagen zu bestimmen? Ist die SPME geeignet, die 
,freie‘ Arzneistoffkonzentration von Arzneistoffen mit hohen (DPT) und niedrigen 
(LVX) PPB zu bestimmen? Besitzt die SPME das Potential zur Bestimmung von 
therapeutisch relevanten Arzneistoffkonzentrationen verschiedener Arzneistoffe 
(SRL, LVX, DPT und LNZ)? Eignet sich die SPME zur indirekten Bestimmung der 
Arzneistoffbindung an Matrixbestandteile und stellt sie somit eine Alternative zu 
konventionellen Methoden wie der Ultrafiltration dar? 
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3 Material und Methoden 
3.1 Substanzen 
DPT (Cubicin®) wurde von Novartis Pharma GmbH (Nürnberg, Deutschland) und 
Ethylparaben (IS für Daptomycin-Analytik) von Fluka Chemie GmbH (Buchs, Schweiz) 
bezogen. LVX und Moxifloxacin (IS) wurden von Bayer Healthcare (Leverkusen, 
Deutschland), Clindamycin-2-hydrogenphosphat (Clinda-saar®) und Pirlimycin (PirsueTM, 
IS) von MIP Pharma GmbH (Blieskastel, Deutschland) bzw. Pfizer Ltd. (Sandwich, Kent, 
Großbritannien) käuflich erworben. SRL und 32-Desmethoxyrapamycin (IS für Sirolimus-
Analytik, DMR) wurden bei Pfizer Ltd. (New York, USA), LNZ bei Pharmacia GmbH 
(Karlsruhe, Deutschland) geordert. Mit Polyacrylnitril-C18 (PANC18) beschichtete SPME-
Blades wurden freundlicherweise von Supelco Deutschland GmbH (Oberhaching, 
Deutschland) und PAS Technology (Magdala, Deutschland) zur Verfügung gestellt. 
 
D-PBS, 0,4 % Trypanblau-Lösung und fluoreszenzmarkierte Escherichia coli (FITC-E.coli) 
stammen von Invitrogen (Darmstadt, Deutschland). Dextransulfat, Histopaque® 1077, 
Propidiumiodid, Dihydrorhodamin 123, E.coli, N-Formyl-methionin-leucin-phenylalanin 
(fMLP), 13-Phorbol-12-myristatacetat (PMA) und das Immersionsöl Nikon® wurden bei 
Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen, Deutschland) gekauft. Ammoniumchlorid 
wurde von Fisher Scientific GmbH (Schwerte, Deutschland) und Biseko® von Biotest 
Pharma GmbH (Dreieich, Deutschland) bezogen. FACSTM Lyselösung wurde von BD 
Bioscience (San Jose, USA) käuflich erworben. Methylenblau stammt von den 
Farbwerken Hoechst AG (Frankfurt/Main, Deutschland). Ameisensäure z.A. und alle 
Lösungsmittel (HPLC Grade) wurden bei Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland) gekauft.  
 
Zymosan-aktiviertes Meerschweinchenserum wurde vom Institut für Experimentelle 
Pharmakologie und Toxikologie der Universität Rostock zur Verfügung gestellt und bis zur 
Verwendung bei -20°C gelagert. Humanes Vollblut sowie Heparin- und EDTA-
antikoaguliertes Plasma wurde gesunden Spendern (18-44 Jahre, Nichtraucher, keine 
medikamentöse Behandlung mindestens 4 Wochen vor der Spende), die nach ärztlicher 
Aufklärung schriftlich ihr Einverständnis über die Spende abgelegt haben, entnommen. 
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Das Plasma wurde bis zur Verwendung bei -20°C gelagert, während Vollblut umgehend 
für die Gewinnung von humanen PMN bzw. für die Extraktionsstudien mit SPME-Sonden 
verwendet wurde. Entsprechende Stellungnahmen (A 2011 69, A 2011 112) durch die 
Ethikkommission an der Universitätsmedizin der Universität Rostock wurden eingeholt. 
 
3.2 Geräte 
Die Viabilität der PMN nach Inkubation mit Antibiotika wurde unter Verwendung eines 
Bresser Mikroskopes von Meade Instruments Europe (Rhede, Deutschland) bestimmt. 
Änderungen im chemotaktischen Verhalten der PMN wurden mittels eines Labophot 2 
Mikroskopes von Nikon® (Tokio, Japan) in Kombination mit einer Kamera und einer 
Kontrolleinheit C2400 von Hamamatsu Photonics Deutschland GmbH (Herrsching am 
Ammersee, Deutschland) gemessen. Die Daten wurden mit der Chemotaxis© Software 
Version 3.0 von HaSoTec (Rostock, Deutschland) aufgenommen und verarbeitet. Die 
Phagozytoseaktivität und der „Oxidative Burst“ der PMN wurden an einem Durchfluss-
zytometer von BD Biosciences (San Jose, USA) mit der Software BD CellQuestTM Pro 
ermittelt. Die Freisetzung von Zytokinen wurde unter Verwendung eines Anthos HTIII 
Instrumentes mit der Software Winread 2.3 (Anthos Labtec, Salzburg, Österreich) bei 
einer Wellenlänge von 450 nm (Referenz: 595 nm) bestimmt. Die quantitativen 
Bestimmungen der Arzneistoffkonzentrationen in Zellen oder Inkubationsmedien wurden 
flüssigchromatographisch durchgeführt, wobei HPLC-Anlagen von Shimadzu (Kyoto, 
Japan), jeweils bestehend aus einem Degasser, Säulenofen, Autoinjektor, zwei Pumpen, 
einer Probenkühleinheit, einem UV- bzw. Fluoreszenz-Detektor, zum Einsatz kamen. Die 
Daten wurden mit der Herstellersoftware LC Solution® Version 1.22 aufgenommen und 
verarbeitet. Im Fall von DPT und SRL wurde die Detektion zusätzlich unter Verwendung 
des Tandemmassenspektrometers TSQ7000 von Thermo (Dreieich, Deutschland) 
erreicht. 
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3.3 Untersuchungen zum Einfluss ausgewählter Antibiotika auf spezifische PMN-
Funktionen 
3.3.1 Isolierung von PMN aus humanem Vollblut 
Zwei von einander unterschiedliche Prozeduren zur Gewinnung von PMN aus humanem 
Vollblut wurden verwendet, um in der Literatur diskutierte Fehlerquellen wie falsch-
positive Ergebnisse für die Phagozytoseaktivität und den „Oxidative Burst“ von PMN zu 
vermeiden153-156.  
 
Für die Bestimmung der intrazellulären Aufnahme von Antibiotika in PMN sowie der 
Beeinflussung der Viabilität und der Freisetzung von Zytokinen durch LVX, DPT und CLI 
wurden die PMN unter Verwendung einer dreistufigen Zellisolierungsprozedur aus 
humanem Vollblut gewonnen. Zunächst wurden 7 mL Vollblut mit dem Volumenäquivalent 
einer 1 % Dextransulfat/PBS-Lösung vermischt und bei 37°C für 50 min gelagert, wodurch 
eine Sedimentation der Erythrozyten erreicht werden konnte. Anschließend wurde die 
Erythrozyten-arme Phase mit Histopaque® 1077 unterschichtet (1/1 (v/v)) und 30 min bei 
9800x g zentrifugiert, um die Monozyten von den PMN abzutrennen. Durch Aufnahme der 
erhaltenen Zellpellets in 4 mL 0,9 % Ammoniumchlorid/H2O und einer Inkubationszeit von 
10 min bei 37°C konnte die Lyse der verbliebenen Erythrozyten erzielt werden. Im 
Anschluss wurde das Gemisch zweimal mit 5 mL PBS gewaschen und für 5 min bei 
3700x g zentrifugiert. Die resultierenden Zellpellets wurden wieder in 3 mL 10 % 
Biseko®/PBS aufgenommen und auf eine Zellzahl von 3*106 PMN/mL eingestellt157-160.  
 
Für die Bestimmung des Wanderungsverhaltens, der Phagozytoseaktivität der PMN und 
des „Oxidative Bursts“ durch die PMN wurde ein zweifacher Histopaque® 1077 Gradient 
verwendet. Nachdem das humane Vollblut mit einem Volumenäquivalent an Histopaque® 
1077 unterschichtet und für 50 min bei 37°C inkubiert wurde, wurde die obere Schicht 
(Erythrozyten-arme Phase) abgetrennt und erneut mit Histopaque® 1077 (1/1 (v/v)) 
unterschichtet. Die erhaltenen Proben wurden für 30 min bei 9800x g zentrifugiert und für 
die Chemotaxis-Messungen mit 4 mL 0,9 % Ammoniumchlorid/H2O für 10 min bei 37°C 
inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation (5 min, 3700x g) wurden die Pellets zweimal mit 
5 mL PBS gewaschen und die Zellzahl durch Auflösen der Pellets in frischem Heparin-
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Plasma des Spenders (Phagozytose, „Oxidative Burst“) bzw. in 10 % Biseko®/PBS 
(Chemotaxis) auf 3*106 PMN/mL eingestellt. Alle Zellisolierungen wurden durch 
Differentialblutbilder auf eine Reinheit an PMN von über 95 % überprüft. 
 
3.3.2 Eingesetzte Antibiotika-Konzentrationen in den Zellstudien  
Die finalen Konzentrationen an LVX, DPT und CLI in PMN-haltigen Lösungen wurden so 
gewählt, dass sie den niedrigen (0,5x Cmax), den mittleren (Cmax) und den hohen (2x Cmax) 
therapeutischen Konzentrationsbereich widerspiegeln. Für LVX betragen diese 
Konzentrationen nach Gabe von 500 mg LVX/Tag131 somit 2,5, 5,0 und 10,0 mg/L. Für 
DPT und CLI ergaben sich 30, 60 und 120 mg/L (Gabe von 4 mg DPT/kg 
Körpergewicht/Tag124) bzw. 1,75, 3,50 und 7,00 mg/L (4x 300 mg CLI/Tag).  
 
3.3.3 Bestimmung der zellassoziierten Arzneistoffkonzentrationen 
Die Bestimmungen der zellassoziierten, das heißt intrazellulären und an Zellmembranen 
gebundenen, Arzneistoffkonzentrationen wurden unter Verwendung von vollständig nach 
internationalen Richtlinien161-163 validierten HPLC-Methoden durchgeführt.  
 
Für jedes der drei Antibiotika mit den Konzentrationen von 0,5 - 2x Cmax wurde zu 
unterschiedlichen Inkubationszeiten (5 – 180 min, 37°C) eine Probe von 0,5 mL aus der 
Arzneistoff-haltigen Lösung entnommen und für 5 min bei 4°C und 3700x g zentrifugiert. 
Das erhaltene Zellpellet wurde zweimal mit 0,5 mL eiskalter PBS gewaschen und bis zur 
Analyse mittels HPLC bei -80°C gelagert. Um die zellassoziierten Konzentrationen zu 
bestimmen, wurden die Zellpellets mit 50 µL H2O behandelt und mit 50 µL IS versetzt. 
Nach der Zugabe von 190 µL Acetonitril wurden die Proben zentrifugiert (10 min, 20°C, 
7000x g), der Überstand abgenommen und unter einem leichten Stickstoffstrom bis zur 
Trockene eingeengt. Der Rückstand wurde in 50 µL des entsprechenden LC-
Starteluenten aufgelöst und 20 µL davon ins HPLC-System zur Analyse injiziert. 
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3.3.4 Berechnung der zellassoziierten Arzneistoffkonzentration 
Die zellassoziierte Anreicherung von LVX, DPT und CLI in humanen PMN wurde 
mathematisch in Anlehnung an Schüler et al.48 ermittelt (Gleichung 3). Dabei wurden 
folgende Grundannahmen berücksichtigt: Das intrazelluläre Volumen von einem PMN 
beträgt 0,27*10-12 L und PMN besitzen einen inneren Durchmesser von 8 µm sowie eine 
ausgeprägte Kugelform49. Das von Taira et al.49 berechnete zellassoziierte PMN-Volumen 
ist vergleichbar mit anderen Angaben in der Fachliteratur, die in einem Bereich von 
0,22*10-12 – 0,31*10-12 L liegen48, 164, 165. 
 
 Czellassoziiert = f * CAB, Lsg 
         f = (VLsg + VPMN, gesamt) / VPMN, gesamt 
  VPMN, gesamt = VPMN * NPMN 
   Gleichung 3: Berechnung der zellassoziierten 
 Arzneistoffkonzentrationen48. 
 
mit folgenden Abkürzungsbedeutungen: 
f      - Verdünnungsfaktor  
CAB, Lsg    - Konzentration des Arzneistoffes in der finalen Lösung 
VLsg   - Volumen der finalen Lösung 
VPMN, gesamt - intrazelluläre Volumen von 1,5*10
6 PMN 
VPMN   - Volumen von einem PMN 
NPMN   - Zahl der verwendeten PMN 
 
3.3.5 Zellviabilität 
Die Viabilität der PMN nach Inkubation mit den drei Antibiotika wurde stündlich über einen 
Zeitraum von 17 h unter Verwendung eines Farbausschluss-Assays ermittelt. Die PMN 
wurden mit 0,5 – 2x Cmax von LVX, DPT und CLI in 10 % Biseko
®/PBS inkubiert. Stündlich 
wurden 50 µL der Antibiotika-haltigen PMN-Lösungen mit 50 µL PBS sowie 100 µL einer 
0,4 % Trypanblau-Lösung behandelt und die lebenden und toten Zellen mikroskopisch 
ausgezählt. Die Überlebensrate der PMN unter Antibiotika-Inkubation wurde anschließend 
auf identische, aber arzneistofffreie Proben (Kontrollen) normiert. 
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3.3.6 Chemotaxis 
Der Einfluss von Antibiotika auf das Wanderungsverhalten von PMN wurde für LVX, DPT 
und CLI unter Verwendung des Konzentrationsniveaus 2x Cmax in 10 % Biseko
®/PBS 
untersucht. Dabei wurden modifizierte Boyden-Kammern mit Zellulosenitratfiltern (3 µm 
Porengröße) und sowohl fMLP (1 µg/L in 10 % Biseko®/PBS) als auch Zymosan-
aktiviertes Meerschweinchenserum (ZAS, 1 g/L in 10 % Biseko®/PBS166) als 
Chemoattraktantien verwendet. Nachdem die PMN mit LVX, DPT bzw. CLI für 1, 3 und 
5 h bei 37°C inkubiert worden sind, wurden die Lösungen mit 10 % Biseko®/PBS auf eine 
finale Zellzahl von 1*106 PMN/mL verdünnt. In den unteren Teil der Kammern wurden 
450 µL des Chemoattraktants und in den oberen Teil 450 µL der PMN-haltigen Lösung 
gegeben. Die präparierten Boyden-Kammern wurden anschließend für 3 h bei 37°C in 
einer feuchten Umgebung gelagert. Danach wurden die Zellen im Filter für 3 min in 50 % 
Ethanol/H2O fixiert, die Filter 8 min in einer 1 % alkoholischen Methylenblau-Lösung 
eingefärbt und mit destilliertem H2O gespült. Im Anschluss wurden die Filter über Nacht 
getrocknet und vor der mikroskopischen Auszählung mit einem Tropfen Immersionsöl 
behandelt. Die Filter wurden mikroskopisch analysiert, indem die Zellzahlen der einzelnen 
Filterschichten in 10 µm Schritten durch den Filter, beginnend von der Filteroberfläche hin 
zu den distalen Schichten, ausgezählt wurden (Bestimmung der Lokomotion-Indizes LI). 
Analog wurden sowohl arzneistofffreie Proben als auch Proben ohne Chemoattraktantien 
hergestellt, um den Einfluss der Antibiotika auf das Wanderungsverhalten der PMN in 
Richtung einer fMLP- bzw. ZAS-haltigen Quelle zu bestimmen. Der Migrationsindex (MI) 
der PMN nach Inkubation mit einem Antibiotikum wurde wie folgt berechnet (Gleichung 4): 
 
LI = Σ (PMN/S * D) / Σ PMN 
CI = LI+
 / LI- 
MI [%] = CIAB+ / CIAB- *100 
Gleichung 4: Berechnung der Migrationsindizes der 
         PMN nach Inkubation mit den Antibiotika. 
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mit folgenden Abkürzungsbedeutungen: 
PMN/S - Zellen pro Schichttiefe des Filters 
D  - Distanz der Zellen von der Filteroberfläche 
LI+      - Lokomotion-Index der PMN in Richtung des Chemoattraktantes  
LI-       - Lokomotion-Index der PMN in Richtung eines Kontrollmediums 
CIAB+   - Chemotaktischer Index der PMN nach Arzneistoff-Inkubation 
CIAB-  - Chemotaktischer Index der PMN in arzneistofffreien Kontrolllösungen 
MI  - Migrationsindex der PMN nach Inkubation mit einem Antibiotikum, normiert auf  
    arzneistofffreie Kontrolllösungen 
 
3.3.7 Phagozytose und „Oxidative Burst“ 
Änderungen in der Phagozytoseaktivität der PMN gegenüber FITC-E.coli und in der 
Freisetzung radikaler Sauerstoffspezies („Oxidative Burst“) durch die PMN nach 
Stimulation mit E.coli, fMLP bzw. PMA wurden mittels Durchflusszytometrie ermittelt156. 
Dazu wurden PMN mit 0,5 -2x Cmax an LVX, DPT und CLI bzw. mit 10 % Biseko
®/PBS 
(Kontrolllösungen) inkubiert.  
 
Zur Bestimmung der Phagozytoseaktivität wurden 100 µL PMN-Lösung (~300 000 PMN) 
für 10 min bei 4°C auf Eis gelagert. Anschließend wurden 20 µL FITC-E.coli 
(109 Bakterien/mL PBS) hinzugefügt und die Proben für 10 min bei 37°C inkubiert. Nach 
erneuter Lagerung der Proben auf Eis wurden diese zweimal mit 2 mL eiskalter PBS 
gewaschen und zentrifugiert (250x g, 5 min, 4°C). Nach der Zugabe von 1 mL Lyse-
Lösung (BD-Lyse®/H2O = 1/9 (v/v)) zum Rückstand wurden die Proben für 20 min bei 
20°C im Dunkeln gelagert, erneut zentrifugiert und mit PBS gewaschen. Der verbleibende 
Rückstand wurde in 200 µL 5 mg/L Propidiumiodid/PBS rekonstituiert und bis zur 
Messung auf Eis gelagert. 
 
Für die Bestimmung des „Oxidative Bursts“ durch PMN wurden pro Antibiotikum und pro 
Konzentrationslevel 4 Proben hergestellt. Dazu wurden jeweils 100 µL PMN-Lösung für 
10 min bei 4°C auf Eis gelagert. Zu der ersten Probe wurden 20 µL PBS, zur zweiten 
20 µL E.coli (2*109 Bakterien/mL PBS), zur dritten 20 µL 5 µmol/L fMLP und zur vierten 
20 µL 8,1 µmol/L PMA gegeben. Nachdem die Proben für 10 min bei 37°C inkubiert 
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wurden, erfolgte die Zugabe von 20 µL 35 µmol/L Dihydrorhodamin 123/PBS. Die Proben 
wurden erneut für 10 min bei 37°C gelagert. Anschließend wurden die Proben mit 1 mL 
Lyse-Lösung versetzt, 20 min bei 20°C im Dunkeln gelagert, zentrifugiert und mit PBS 
gewaschen. Der verbleibende Rückstand wurde in 200 µL 5 mg/L Propidiumiodid/PBS 
rekonstituiert und bis zur Messung auf Eis gelagert. 
 
3.3.8 Sekretion von Zytokinen 
Änderungen in der Zytokinsekretion von LVX-, DPT- und CLI-inkubierten PMN wurden 
nach einer Inkubationszeit von 18 h bei 37°C mittels „Enzyme-linked immunosorbent 
assays“ (ELISA) bestimmt. Dazu wurden die PMN mit 0,5 - 2x Cmax der Antibiotika in 
10 % Biseko®/PBS inkubiert und anschließend die Proben für 15 min bei 9800x g 
zentrifugiert. Die Überstände wurden bis zur Messung bei -80°C tiefgefroren. Unter 
Verwendung der ELISA-Testkits von R&D Systems Europe (Abingdon, Großbritannien) 
wurde die Freisetzung folgender Zytokine untersucht: IL-1ß, -2, -6, -8, -10, -12 p70 und 
TNF-α. Dazu wurden 96-Well-Platten über Nacht mit den entsprechenden Capture-
Antikörpern inkubiert. Anschließend wurden jeweils die Proben und Standards 
hinzugegeben und für 90 min bei 20°C inkubiert. Die Zugabe eines Biotin-markierten 
Antikörpers und einer Streptavidin-Meerrettich-Peroxidase wurde durch Spülschritte mit 
einer 1 % Tween 20/0,9 % Natriumchloridlösung ergänzt. Nach einer anschließenden 
Inkubation der 96-Well-Platten für 15 min mit Tetramethylbenzidin-Substrat wurde die 
optische Dichte bei einer Wellenlänge von 450 nm (Referenzwellenlänge: 595 nm) 
gemessen und die Zytokin-Konzentrationen über Regressionsfunktionen der Kalibratoren 
berechnet. 
 
3.4 SPME von Arzneistoffen 
3.4.1 Herstellung von Polymer-beschichteten SPME-Sonden 
Die Herstellung von SPME-Sonden, die mit PTh und PPy beschichtet waren, wurde im 
Institut für Chemie der Universität von Torun (Polen) durch elektrochemische 
Abscheidung der Polymere auf einem Trägermaterial erreicht98, 102. SPME-Fasern mit 
einer Beschichtung aus Poly[3,4-ethylendioxythiophen] (PEDOT) wurden unter 
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Verwendung einer vergleichbaren Prozedur manuell hergestellt. Zur Herstellung der 
Sonden wurde ein Dreielektrodensystem bestehend aus einer Edelstahl (Nickel/Chrom)-
Arbeitselektrode (ø = 750 µm, l = 10 cm), einer Platinnetz-Gegenelektrode und einer 
Silber/Silberchlorid-Referenzelektrode verwendet. Als Grundelektrolyten wurden 
Lösungen von 0,1 mol/L Tetrabutylammonium tetrafluorborat bzw. Tetrabutylammonium 
perchlorat in Acetonitril eingesetzt. Die Beschichtungslängen der Fasern betrugen 
zwischen 1,8 und 2,2 cm. Die präparierten SPME-Sonden wurden mittels „Scanning 
Electron Microscopy“ (SEM) hinsichtlich ihrer Homogenität und Partikelgröße 
charakterisiert. 
 
3.4.2 Präkonditionierung der SPME-Sonden 
Bevor die SPME-Sonden für die Extraktionsstudien genutzt wurden, erfolgte eine 
Präkonditionierung der Fasern, um diese von Produktionsrückständen zu befreien und an 
die Art der Adsorptions- und Desorptionsmedien (wässrig, methanolisch) zu adaptieren. 
Dazu wurden die SPME-Sonden für 2 h bei 20°C in CH3OH/H2O = 9/1 (v/v) gelagert. 
Anschließend wurden die Fasern drei Adsorptions-Desorptions-Zyklen, bestehend aus 
einer 10 minütigen Adsorption in H2O und einer ebenso langen Desorption in CH3OH 
(37°C, 400 rpm, Thermoshaker), unterzogen. Bis zur weiteren Verwendung wurden die 
SPME-Sonden bei 20°C in CH3OH/H2O = 9/1 (v/v) gelagert. 
 
3.4.3 SPME von Antibiotika aus verschiedenen Adsorptionslösungen 
Die SPME von DPT und LVX wurden aus Adsorptionslösungen mit variierten 
Proteingehalten (PBS, 10, 15, 20 % Biseko®/PBS, Heparin-Plasma) durchgeführt, wobei 
Konzentrationen eingesetzt wurden, die den 0,5 – 2x Cmax – Bereich widerspiegelten. Die 
eingesetzten SPME-Sonden waren mit PPy, PTh, PEDOT und PAN-C18 beschichtet. Zur 
Steigerung der Reproduzierbarkeit der Ergebnisse wurden die einzelnen Sonden 
hinsichtlich ihres mPolymer/lPolymer-Quotienten in einzelne Gruppen unterteilt.  
 
Ausgehend von folgenden, willkürlich definierten Standardbedingungen zur Durchführung 
der SPME-Experimente wurden systematische Untersuchungen zum Einfluss wichtiger 
Versuchsparameter auf die Extraktionsausbeuten der Fasern durchgeführt, wobei stets 
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ein Parameter variiert und die anderen konstant gehalten wurden. Zu den untersuchten 
Parametern zählten dabei die Faserbeschaffenheit, Extraktionszeiten, Temperaturen, pH-
Werte, Agitation, Blutantikoagulation sowie die Salzzusatzkonzentration. Soweit nicht im 
Folgenden anders angegeben, wurden als Standardbedingungen gewählt: die Adsorption 
und Desorption erfolgte jeweils für 60 min bei 37°C und 400 rpm (Thermoshaker). 
Während die 1,8 mL Adsorptionslösungen in ihrer Art variierten, wurden für die Desorption 
immer 1,8 mL CH3OH verwendet (37°C, 400 rpm). Die Desorptionsproben wurden mit 
dem entsprechenden IS versetzt, zentrifugiert (4 min, 7000x g, 20°C), unter einem 
leichten Stickstoffstrom bis zur Trockene eingeengt, der Rückstand im entsprechenden 
LC-Eluent rekonstituiert und für die Messungen ins LC-System injiziert. Die Equilibrierung 
der Fasern zwischen den einzelnen Extraktionszyklen fand für 30 min in 1,8 mL H2O 
(37°C, 400 rpm) statt. 
 
3.4.3.1 Einfluss der Sondenbeschaffenheit, pH-Werte, Salzkonzentrationen und 
Blutantikoagulation auf die SPME-Ausbeuten 
Der Einfluss von unterschiedlichen Massen (m) und Längen (l) des 
Beschichtungspolymers wurde für die SPME von LNZ aus PBS mittels PPy-beschichteten 
Fasern untersucht. Bei 20°C wurden die Sonden für 10 min in 1,5 mL LNZ/PBS 
(15,0 mg/L) adsorbiert und für 5 min in 1,5 mL CH3OH desorbiert. Dabei wurden PPy-
beschichtete Fasern, deren mPPy 0,5 mg, 0,8 mg, 1,0 mg und 1,3 mg sowie deren lPPy 
1,3 cm, 1,4 cm und 1,5 cm betrugen, verwendet. 
 
Analog wurden PPy-beschichtete Fasern behandelt, die zur Bestimmung des Einflusses 
von pH-Werten, Salzkonzentrationen und der Blutantikoagulation auf die SPME von 
15,0 mg LNZ aus verschiedenen Plasmen eingesetzt wurden. Als Salzzusatz wurden 
Konzentrationen von 50 – 100 mmol/L und 1 – 2 mol/L an NaCl gewählt. Die pH-Werte 
wurden mittels 0,02 mol/L Phosphatpuffer bzw. 30 % Salzsäure auf physiologische pH-
Werte (~7,4) eingestellt. Das humane Vollblut wurde entweder mittels EDTA, Heparin 
oder Natriumzitrat antikoaguliert und das Plasma daraus durch Zentrifugation gewonnen. 
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Der Einfluss von Heparin- und EDTA-antikoaguliertem Vollblut auf die SPME von 0,0, 
15,0, 20,0, 25,0, 30,0, 35,0 und 40,0 µg/L SRL wurde unter Verwendung von PAN-C18-
beschichteten Sonden untersucht. Für die Equilibrierung von SRL in Vollblut wurden die 
dotierten Adsorptionslösungen vor Verwendung für 30 min geschüttelt (RotoShake® Stufe 
5,5, 22°C). Die Extraktionszeiten betrugen 90 min (Adsorption) bzw. 15 min (Desorption) 
bei 400 rpm und 25°C.   
 
3.4.3.2 Einfluss von Extraktionszeiten und –temperaturen auf die SPME-Ausbeuten 
Um den Einfluss der Adsorptionszeit auf die Extraktion von Cmax an LVX (13,8 µmol/L) und 
DPT (37,0 µmol/L) aus PBS sowie von 0,11 µmol/L SRL aus Heparin-antikoaguliertem 
Vollblut zu bestimmen, wurden PPy-, PTh-, PEDOT- und PAN-C18-beschichtete Fasern 
verwendet. Die Adsorptionszeiten für die SPME von LVX und DPT betrugen 5, 10, 20, 
60 min (60 min Desorption) und von SRL 5, 10, 15 und 25 min (15 min Desorption). Für 
die Equilibrierung von SRL in Vollblut wurden die dotierten Adsorptionslösungen vor 
Verwendung für 30 min geschüttelt (RotoShake® Stufe 5,5, 22°C). Variationen in den 
Desorptionszeiten (5, 10, 20, 60 min) wurden für die SPME von Cmax an DPT aus PBS 
durchgeführt. 
 
Eine mögliche Beeinflussung der Extraktionsausbeuten durch Variationen in den 
Adsorptions- (25, 30, 37, 45°C) und Desorptionstemperaturen (30, 37, 40, 50, 60°C) 
wurde für Cmax an DPT aus PBS mittels PPy-, PTh-, PEDOT- und PAN-C18-beschichteten 
Fasern untersucht. 
 
3.4.3.3 Einfluss von Agitation der Adsorptionslösungen auf die SPME-Ausbeuten 
Zur Bestimmung des Einflusses von unterschiedlichen Schüttlergeschwindigkeiten (0, 
300, 400, 500 rpm) auf die Extraktionsausbeuten von Cmax an DPT aus PBS wurden die 
vier Sondenbeschichtungen verwendet. Dabei erfolgte sowohl eine Variation der 
Schüttlergeschwindigkeiten für die Adsorption als auch für die Desorption. 
 
Am Beispiel von drei CSRL wurde die Abhängigkeit der SPME-Ausbeuten vom 
Bewegungsmodus (schütteln (400 rpm), rühren (250 rpm), fließend (HLM-Model, 
100 mL/min, siehe Kapitel 3.4.4)) untersucht. Die eingesetzten CSRL betrugen 25,0 µg/L, 
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50,0 µg/L und 100,0 µg/L in Heparin-antikoaguliertem Vollblut. Die verwendeten Fasern 
waren mit PTh beschichtet. Unter Verwendung des HLM-Models (siehe Kapitel 3.4.4) 
wurden für die Extraktion von LNZ (5,0; 15,0 mg/L), DPT (20,0; 60,0 mg/L) und SRL (25,0; 
100,0 µg/L) aus Heparin-antikoaguliertem Vollblut mittels PPy- und PTh-beschichteten 
Fasern die Auswirkungen variierter Fließgeschwindigkeiten (50, 100, 250, 500 mL/min) 
auf die SPME-Ausbeuten untersucht.  
 
3.4.4 SPME unter Verwendung des Herz-Lungen-Maschinen Models (HLM) 
Das HLM-Model, welches von Schubert et al.103 2007 eingeführt worden ist, wurde im 
Aufbau modifiziert und mit zirkulierendem Heparin-antikoagulierten Vollblut bei 20°C 
betrieben. Das HLM-Model bestand aus einer Zentrifugalpumpe, einem Blutreservoir, 
einem Flussmeter und mehreren Sideports, um die SPME-Sonden für die 
Extraktionsversuche einzuführen, Blut für externe Analysen zu entnehmen bzw. 
Standardlösungen der Arzneistoffe hinzuzufügen.  
 
Für die SPME-Untersuchungen wurden die Arzneistoffe DPT, LNZ und SRL sowie 
unbenutzte und zuvor einmal benutzte PPy- und PTh-beschichtete SPME-Sonden 
eingesetzt. Die verwendeten Konzentrationen von DPT und LNZ betrugen dabei            
0 – 60,0 mg/L bzw. 0 – 15,0 mg/L98, 102. Die Adsorptionszeit im zirkulierenden Blutstrom 
(online Modus) war 5 min, die Desorption erfolgte anschließend für 10 min in 1,8 mL 
CH3OH. Die Flussrate wurde auf 100 mL/min gesetzt, um physiologische Bedingungen zu 
simulieren. Variationen in den Flussraten von 50 – 500 mL/min wurden nur für 
ausgewählte Konzentrationen zugelassen, um eine mögliche Abhängigkeit der 
Extraktionsrate von der Fließgeschwindigkeit der Adsorptionslösung zu untersuchen. 
Zusätzlich wurden externe Extraktionsexperimente mit benutzten Fasern durchgeführt 
(offline Modus, 10 min Adsorption)98, 102.  
 
Für SRL wurden Konzentrationen von 0 – 300 µg/L gewählt und die Flussrate des Blutes 
betrug ebenfalls 100 mL/min. Da SRL hauptsächlich in Erythrozyten inkorporiert ist150, 
wurde nach der Zugabe der SRL-Standardlösungen eine Wartezeit von 30 min bei einer 
Flussrate von 500 mL/min gewählt, um ein Verteilungsgleichgewicht zwischen dem freiem 
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und dem durch Erythrozyten aufgenommenen SLR zu erreichen. Die online 
Adsorptionszeiten betrugen 10 min, die im offline Modus 15 min. Nachdem die SPME-
Sonden mit H2O gespült wurden, erfolgte eine Desorption in 1,8 mL CH3OH (15 min, 
300 rpm, 25°C) mit anschließender Equilibrierung der Sonden für 15 min in H2O. Die 
Desorptionsproben wurden mit 50 µL DMR (5 µg/L) versetzt, zentrifugiert (4 min, 7000x g, 
20°C), unter einem leichten Stickstoffstrom bis zur Trockene eingeengt und der 
Rückstand in 25 µL LC-Eluent rekonstituiert. Anschließend wurden 10 µL der finalen 
Lösung in das LC-System injiziert und mittels LC-MS/MS analysiert. 
 
3.4.5 SPME von SRL aus einer Patientenprobe 
Die Analyse einer Patientenprobe wurde nach Genehmigung der an der 
Universitätsmedizin Rostock angegliederten Ethikkommission (A 2011 69, A 2011 112) 
durchgeführt. Dabei wurde Patientenblut verwendet, das im Rahmen von routinemäßigen 
Blutspiegelkontrollen entnommen wurde und zur Vernichtung freigegeben war. In der 
Patientenprobe wurden über ein externes Referenzmessverfahren 24 µg/L SRL in EDTA-
antikoaguliertem Vollblut bestimmt. Jeweils aus 1,8 mL Vollblut wurde mittels PTh-, PPy- 
und PAN-C18-beschichteten Fasern für 90 min SRL extrahiert und anschließend für 
15 min in 1,8 mL CH3OH desorbiert. Die Desorptionsproben wurden mit 50 µL DMR 
(5 µg/L) versetzt, zentrifugiert (4 min, 7000x g, 20°C), unter einem leichten Stickstoffstrom 
bis zur Trockene eingeengt und der Rückstand in 20 µL LC-Eluent rekonstituiert. 
Anschließend wurden 10 µL der finalen Lösung in das LC-System injiziert und mittels LC-
MS/MS analysiert. 
 
3.5 Berechnung der mittels SPME bestimmten PPB 
Aus den erzielten SPM-Extraktionsausbeuten von 0,5 – 2x Cmax an DPT oder LVX in PBS 
und proteinhaltigen Lösungen wurden die PPB über folgende Gleichung bestimmt 
(Gleichung 5): 
    PPB [%] = (1 - CAB, Lsg / CAB, PBS) * 100 
 Gleichung 5: Berechnung der mittels SPME 
  erhaltenen PPB. 
 
 
 
  Material und Methoden 
 
30 
 
mit folgenden Abkürzungsbedeutungen: 
CAB, Lsg    - Konzentration des Arzneistoffes in der proteinhaltigen Lösung 
CAB, PBS    - Konzentration des Arzneistoffes in PBS 
 
3.6 Bestimmung der PPB mittels Ultrafiltration (UF) 
Die PPB für die Antibiotika LVX, DPT und CLI wurde mittels UF unter Verwendung von 
10 kDa Nanosep®-Filtereinheiten (Fa. Pall/Sigma-Aldrich, Deutschland) bestimmt. Dabei 
wurden von den Antibiotika folgende C eingesetzt: 1,0, 2,5, 5,0, 8,0, 10,0 und 12,0 mg/L 
an LVX, 20, 29, 43, 58, 80, 100, 110, 120, 130 und 140 mg/L an DPT und 1,75, 3,50, 
5,00, 7,00, 9,00 und 12,00 mg/L an CLI. Als Matrizes wurden PBS, 10 %, 15 % und 20 % 
Biseko/PBS, Heparin-Plasma und zuvor bereits ultrafiltriertes Heparin-Plasma verwendet. 
Jeweils 250 µL von der Stammlösung wurden für 5 min bei 37°C im Wasserbad 
geschüttelt, anschließend 100 µL davon bei -80°C weggefroren und 100 µL für die UF 
verwendet. Die UF erfolgte für 15 - 60 min bei 7000x g und 37°C. Die Aliquote der Filtrate 
und Stammlösungen wurden mit 300 µL CH3OH und 50 µL IS versetzt. Nach 
Zentrifugation wurde der Überstand bis zur Trockene eingeengt und anschließend im 
entsprechenden LC-Eluenten resolubilisiert. Die Berechnung der PPB erfolgte unter 
Verwendung der folgenden Gleichung von Craig et al.91 (Gleichung 6): 
 
PPB [%] = ((CAB, SL - CAB, Filtrat) / CAB, SL) * 100 
   Gleichung 6: Berechnung der mittels UF erhaltenen PPB
91
. 
 
mit folgenden Abkürzungsbedeutungen: 
CAB, SL    - Konzentration des Arzneistoffes in der Stammlösung 
CAB, Filtrat    - Konzentration des Arzneistoffes im Ultrafiltrat 
 
3.7 Aufarbeitung von arzneistoffhaltigen Proben 
LVX-, DPT- und CLI-haltige Proben wurden mittels Proteinfällung, Zentrifugation und 
Einengung aufgearbeitet51, Kapitel 3.8.1.  
 
Vollblutproben, die SRL enthielten und mittels SPE konventionell aufgearbeitet werden 
sollten, wurden zunächst über Nacht bei -20°C gelagert, um die Erythrozyten zum Platzen 
zu bringen. Zu 1 mL Vollblut wurden dann 15 µL IS (1 mg/L DMR/CH3OH) und 1 mL einer 
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wässrigen 1 mol/L Zinksulfatlösung gegeben und anschließend für 1 min vermischt. Einer 
Zugabe von 3 mL CH3OH folgte das Schütteln der Probe für 5 min mit anschließender 
Zentrifugation (10500x g, 20°C, 10 min). Zum Überstand wurden 2,5 mL H2O hinzugeführt 
und das Gemisch an SPE-Kartuschen (C18ec, 200 mg, Chromabond, Marcherey-Nagel, 
Düren, Deutschland), welche mit 3 mL CH3OH und 4 mL H2O konditioniert wurden, 
aufgereinigt. SRL wurde mit 1,4 mL Heptan/2-Propanol (1/1, v/v) von den SPE-
Kartuschen extrahiert und die Lösung unter einem leichten Stickstoffstrom bis zur 
Trockene eingeengt. Vor der Messung mittels LC-MS/MS wurden die Rückstände in 25 µL 
des LC-Eluenten rekonstruiert, wovon 10 µL in das LC-System injiziert wurden.  
 
LNZ-haltige Plasmaproben wurden unter Verwendung von C2-Kartuschen (100 mg, 
Chromabond, Macherey-Nagel, Düren, Deutschland), die jeweils mit 2 mL Acetonitril und 
H2O konditioniert wurden, aufgereinigt. Dann wurden die Kartuschen mit 120 µL 
Plasmaprobe beladen und mit 1 mL H2O und 1 mL 5 % Acetonitril/H2O gewaschen. Die 
Elution von LNZ erfolgte mit 500 µL CH3OH. Anschließend wurde die Elutionslösung bei 
40°C unter einem leichten Stickstoffstrom bis zur Trockene eingeengt und der Rückstand 
in 100 µL LC-Eluent rekonstituiert, wovon 20 µL in das LC-System injiziert wurden98, 102. 
 
3.8 Quantitative Bestimmung der Arzneistoffkonzentrationen 
3.8.1 Entwicklung und Validierung von zwei HPLC-Methoden zur quantitativen 
Bestimmung von DPT mittels UV- oder massenspektrometrischer Detektion 
3.8.1.1 Chromatographische Bedingungen 
Die flüssigchromatographische Trennung wurde unter Verwendung entweder einer 
Nucleosil® C8 HD – Säule (150 mm x 2.1 mm i.d., 5 µm Partikelgröße, 100 Å Porengröße, 
Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Düren) oder einer Luna® C8 – Säule (150 mm x 
2.1 mm i.d., 5 µm Partikelgröße, 100 Å Porengröße, Phenomenex, Aschaffenburg) 
durchgeführt. Die Säulen wurden durch Vorsäulen (8 mm x 3 mm i.d.) des gleichen 
Materials geschützt. Die mobile Phase, bestehend aus 34 % wässriges Acetonitril mit 
0,08 % Ameisensäure, wurde isokratisch mit einer Flussrate von 0,300 mL/min gepumpt. 
Die Säulentemperatur betrug 50°C. Die Detektion von DPT und Ethylparaben, dem 
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internen Standard, erfolgte mittels UV-Detektion bei 219 nm und/oder mittels 
Massenspektrometrie. 
 
Für die massenspektrometrische Detektion (MS) von DPT wurden folgende optimierte 
Parameter erzielt: die Elektrospray-Ionisierungsquelle wurde auf 4,5 kV gehalten, 
während die Gasflüsse für das sheath und auxiliary Gas (beides Stickstoff) 82 psi und 
5 mL/min betrugen. Die Temperatur der Heizkapillare wurde auf 262°C gesetzt. Die 
massenspektrometrische Analyse von DPT wurde im negative ion mode unter 
Aufzeichnung der Fragmentionenspur m/z = 809.0 (z=2) durch Selected Ion Monitoring 
(SIM) in der centroid-Darstellung erzielt.  
 
3.8.1.2 Probenvorbereitung 
Aus Lösungen von 1,00 g/L DPT/Plasma wurden Arbeitslösungen von 6,7 – 100,0 mg/L 
DPT/Plasma hergestellt. Eine Stammlösung von 1,00 g/L Ethylparaben/CH3OH wurde mit 
H2O auf eine Arbeitslösung von 80,0 mg/L verdünnt. Dabei wurde Ethylparaben zum 
einen aus Gründen der Vergleichbarkeit zu bereits publizierten Analysenmethoden für 
DPT167-170 und zum anderen aufgrund von fehlenden, hinsichtlich der physiochemischen 
Eigenschaften von DPT geeigneten Substanzen als interner Standard für die Analytik 
mittels UV-Detektion ausgewählt.  
 
Zu 800 µL Plasma wurden 150 µL H2O und 50 µL 80,0 mg/L Ethylparaben (finale 
Konzentration C = 4,0 mg/L) gegeben. Anschließend wurden 175 µL dieser 
Plasmaproben mit 325 µL CH3OH vermischt und für 10 min bei 7000x g zentrifugiert. Der 
Überstand wurde abgetrennt und unter einem leichten Stickstoffstrom bis zur Trockene 
eingeengt. Der Rückstand wurde in 100 µL 35 % wässrigen Acetonitril rekonstituiert, von 
dem 20 µL für die LC-Analyse verwendet wurden. 
 
Kalibratoren (1,0, 3,0, 6,0, 8,0, 10,0, 12,0, 15,0 mg/L) und Kontrollen (1,0, 8,0, 15,0 mg/L) 
für die DPT-Analyse mittels UV-Detektion wurden in identischer Weise hergestellt, mit 
Ausnahme der Zugabe von 150 µL der geeigneten DPT-Arbeitslösung anstatt von H2O. 
Die DPT-Konzentrationen der Kalibratoren und Kontrollen für die 
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massenspektrometrischen Analysen wurden um eine Dekade geringer gewählt        
(0,02 – 1,5 mg/L). 
 
3.8.1.3 Kalibrierung und Validierung der HPLC-Methoden 
Die Methoden wurden unter Berücksichtigung der Richtlinien der US Food and Drug 
Administration (FDA)161-163 für die Kontrollen der UV- (1,0, 8,0, 15,0 mg/L DPT/Plasma) 
und MS-Detektion (0,1, 0,8, 1,5 mg/L DPT/Plasma) oder, wie im Falle der Linearitäts-
überprüfung für die gewählten Konzentrationsbereiche, unter Verwendung aller 
Kalibratoren validiert.  
 
Die Selektivität der Methoden hinsichtlich DPT und Ethylparaben wurde für Plasmen 
(Zitrat, EDTA, Heparin) von mindestens 5 verschiedenen Spendern untersucht. Dabei 
wurden sowohl Plasmen ohne DPT und Ethylparaben als auch mit den beiden 
Substanzen gemessen. Die Wiederfindungen der Methoden wurden über die 
Peakflächenverhältnisse von DPT-haltigen Plasmaproben zu wässrigen DPT-haltigen 
Proben der gleichen Konzentrationen berechnet (n=10). Die Linearität über den 
Konzentrationsbereich wurde mittels linearer Regressionsanalyse bestimmt. Die intra 
diem und inter dies Reproduzierbarkeiten (Variationskoeffizient, CV) und Richtigkeiten 
(relativer Fehler, RE) der Methoden wurden für die entsprechenden Kontrollen ermittelt 
(n=10). Die untere Bestimmungsgrenze (lower limit of quantification, LLOQ) wurde für 
CDPT ≥ 0,5 mg/L (UV) und CDPT ≥ 0,01 mg/L (MS) untersucht und musste sowohl ein 
Signal/Rausch-Verhältnis >3 als auch Werte für RE und CV von < ±15% aufweisen. 
 
Die Lagerungsstabilität für DPT-haltige Kontrollen (UV) in humanem Plasma wurde bei 
drei verschiedenen Temperaturen (20°C, 4°C, -20°C) über einen Zeitraum von einem 
Monat untersucht. Die chemische Stabilität einer 5,0 mg/L DPT/35 % wässrigen 
Acetonitril-haltigen Probe, die im Autosampler der HPLC-Anlage bei 8°C gelagert wurde, 
wurde nach 2, 9, 16, 19 und 25 Tage ermittelt. 
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3.8.1.4 Messung von DPT-haltigen Blutproben von Patienten 
Die Analyse von Patientenproben wurde nach Genehmigung der an der 
Universitätsmedizin Rostock angegliederten Ethikkommission (A 2011 69, A 2011 112) 
und der schriftlichen Zustimmung der Patientin durchgeführt.  
 
Eine 76-jährige Frau mit einer schweren persistenten Erkrankung wurde mit geringem 
Erfolg mit Meropenem (13 Tage) und Tigezyklin (4 Tage) behandelt, bevor die Therapie 
mit 500 mg DPT (Cubicin®) einmal täglich intravenös (über 15 min, 2 Tage) fortgesetzt 
wurde. Zusätzlich verabreichte Medikamente waren Digitoxin, Paracetamol, Torasemid, 
Metoclopramid, Pantoprazol, Acetylsalicylsäure und Simvastatin.  
 
Vollblutproben, die mit Lithium-Heparin antikoaguliert waren, wurden direkt 
(Spitzenspiegel), 4 h nach dem Ende der Infusion und unmittelbar vor der nächsten Gabe 
von DPT (Talspiegel) genommen. Die Vollblutproben wurden bei 2400x g für 5 min 
zentrifugiert und das gewonnene Plasma bei -20°C bis zur Probenaufarbeitung und          
–messung gelagert. Die Proben wurden entsprechend der entwickelten DPT-
Messverfahren aufgearbeitet und vermessen. 
 
3.8.2 Flüssigchromatographische Analyse von DPT, LVX, CLI, LNZ und SRL 
Die flüssigchromatographische Analyse von DPT-haltigen Proben aus den PMN- und 
SPME-Experimenten wurde unter Verwendung einer Nucleosil® C8 HD - Säule und UV-
Detektion bei einer Wellenlänge von 219 nm durchgeführt [Kapitel 3.8.1]. Die 
Retentionszeiten für DPT und den IS Ethylparaben betrugen 11,2 bzw. 4,9 min. 
 
Die flüssigchromatographische Analyse von LVX-haltigen Proben wurde unter 
Verwendung einer mit einer Vorsäule geschützten 150 x 2,0 mm i.d. YMC Pro C18 - Säule 
(5 µm Partikelgröße, 120 Å Porengröße) von YMC Europa GmbH (Dinslaken, 
Deutschland) durchgeführt. Die mobile Phase, bestehend aus den Komponenten A 
(CH3OH/0,1 mol/L NH4Ac/H2O = 10/5/85 v/v/v) und B (CH3OH/0,1 mol/L NH4Ac/H2O = 
40/5/55 v/v/v), wurde als Gradient mit einer Flussrate von 0,250 mL/min gepumpt, 
beginnend mit 22 % B, 25 % B nach 1 min und 32 % B nach 2 min Laufzeit. Die Detektion 
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der Analyten erfolgte mittels Fluoreszenzdetektor bei den Wellenlängen 504/296 nm. Die 
Retentionszeiten für LVX und den IS Moxifloxacin (C = 2 mg/L) betrugen 4,5 bzw. 
12,5 min51. 
 
Die flüssigchromatographische Analyse von CLI-haltigen Proben wurde unter 
Verwendung einer 125 x 2,1 mm i.d. LiChrospher® RP 18ec - Säule (5 µm Partikelgröße, 
100 Å Porengröße), geschützt durch eine Vorsäule des gleichen Materials, von 
Marcherey-Nagel (Düren, Deutschland) durchgeführt. Die Auftrennung erfolgte bei 50°C 
und einer mit 0,300 mL/min als Gradient gepumpten mobilen Phase, welche aus den 
Komponenten A (Acetonitril/25 mmol/L H3PO4 (pH 2,5) = 15/85 (v/v)) und B 
(Acetonitril/25 mmol/L H3PO4 (pH 2,5) = 20/80 (v/v)) bestand. Innerhalb von 20 min 
Analysenlaufzeit wechselte die Zusammensetzung des Eluenten von 100 % A zu 0 % A. 
Die Analyten wurden mittels UV-Detektion bei den Wellenlängen 198 und 280 nm erfasst. 
Die Retentionszeiten für CLI und Pirlimycin (C = 5 mg/L, IS) betrugen 11,3 bzw. 14,5 min. 
 
Die flüssigchromatographische Analyse von LNZ-haltigen Proben wurde unter 
Verwendung einer 150 x 2,1 mm i.d. Zorbax® RX - C8 - Säule (5 µm Partikelgröße, 120 Å 
Porengröße), geschützt durch eine Vorsäule des gleichen Materials, von Agilent 
Technologies (Waldbronn, Deutschland) durchgeführt. Die Auftrennung erfolgte bei 25°C 
und einer mit 0,240 mL/min isokratisch gepumpten mobilen Phase, welche aus 20 % 
Acetonitril/H2O bestand. LNZ wurde mittels UV/Vis-Detektor bei einer Wellenlänge von 
251 nm erfasst. Die Retentionszeit für LNZ betrug 5,4 min142, 171. 
 
Die flüssigchromatographische Analyse von SRL-haltigen Proben und DMR (IS, 
C = 5 µg/L) wurde unter Verwendung einer 125 x 2,1 mm i.d. Nucleosil® C18 - Säule 
(3 µm Partikelgröße, 120 Å Porengröße), geschützt durch eine Vorsäule des gleichen 
Materials, von Marcherey-Nagel (Düren, Deutschland) durchgeführt. Die Auftrennung 
erfolgte bei 35°C und einer mit 0,250 mL/min isokratisch gepumpten mobilen Phase, 
welche aus 80 % CH3OH/H2O mit 0,02 % Ameisensäure und 5,0 mmol/L NH4Ac bestand. 
Die Analyten wurden mittels MS/MS-Detektion erfasst. Die massenspektrometrische 
Detektion erfolgte unter Verwendung einer Elektrospray-Ionisierungsquelle bei 4,8 kV, die 
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Gasströme des sheath- und auxiliary-Gases (beides Stickstoff) betrugen 90 psi bzw. 
30 mL/min. Die Temperatur der Heizkapillare wurde auf 225°C gesetzt. Als Kollisionsgas 
wurde Argon 5.0 mit 3,2 mTorr gewählt. Im positive ion mode wurden die 
Massenübergänge m/z 930,8  863,8 (z = 1) für SRL und m/z 900,9  833,6 (z = 1) für 
DMR durch multiple reaction monitoring (MRM) in der centroid-Darstellung aufgezeichnet. 
Die Retentionszeiten für SRL und DMR betrugen 4,6 bzw. 4,9 min. 
 
3.9 Statistische Auswertungen 
Der Einfluss von LVX, DPT und CLI auf die spezifischen PMN-Funktionen Viabilität, 
Chemotaxis, Phagozytoseaktivität, oxidative Burst und die Sekretion von Zytokinen wurde 
im Vergleich zu identischen, aber arzneistofffreien Proben (Kontrollen) berechnet. Die 
ermittelten Daten wurden als Mittelwert ± Standardabweichung angegeben. Die 
statistische Analyse der erzielten Daten wurde unter Verwendung des 
Statistikprogrammes SigmaPlot 12.3 durchgeführt. Nachdem die Daten auf 
Normalverteilung (Shapiro-Wilk-Test) getestet wurden, erfolgte die statistische 
Auswertung durch den gepaarten t-Test, wobei Unterschiede in den Mittelwerten als 
signifikant interpretiert wurden, wenn *p < 0,05 erfüllt war. Obwohl für einige 
Zellfunktionen mathematisch hoch signifikante Unterschiede (**p < 0,01) ermittelt werden 
konnten, wurde in Betracht der geringen Versuchsanzahlen (n-Zahlen) auf eine Angabe 
als hoch signifikant verzichtet und die Daten nur als signifikant interpretiert. Für die 
SPME-Studien wurden ebenfalls die Mittelwerte ± Standardabweichungen angegeben. 
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4 Ergebnisse 
4.1 Methodenentwicklung und –validierung zur quantitativen Bestimmung von DPT 
Zur Bestimmung von zellassoziierten DPT-Konzentrationen und der Leistungsfähigkeit 
von SPME-Fasern hinsichtlich der Extraktion von DPT aus bioanalytisch relevanten 
Matrizes wurden HPLC-Methoden entwickelt, die sowohl eine photometrische (UV) als 
auch massenspektrometrische (MS) Detektion von DPT ermöglichen sollten. 
 
Plasmaproben, die DPT und den IS Ethylparaben enthielten, wurden einer einfachen und 
schnellen Probenaufarbeitung mittels Proteinfällung, Desolvatisation und Rekonstitution 
im Starteluenten der HPLC unterzogen. Die flüssigchromatographische Trennung von 
DPT und Ethylparaben an einer Nucleosil® C8 HD – Säule erfolgte mit Retentionszeiten 
(tR) von 11,2 bzw. 4,9 min (Abb. 3). 
 
  
 
  Abb. 3: Repräsentative LC-Chromatogramme einer undotierten (Blank) und zweier mit DPT dotierten 
  Zitratplasmaproben unter Verwendung einer Nucleosil
®
 C8 HD - Säule: (A) UV-Detektion von  
  1,0 mg/L und 10,0 mg/L DPT (tR=11,2 min) mit 4,0 mg/L Ethylparaben (tR=4,9 min) bei 219 nm, 
   (B) MS-Detektion von 0,1 mg/L und 1,0 mg/L DPT, Massenspur m/z = 809,0 (z=2). 
 
Für analytische Aufgabenstellungen wie die flüssigchromatographische Trennung von 
komplexen Matrizes, bei denen der Fokus primär auf der Selektivität einer Methode liegt, 
scheint die Nucleosil® C8 HD – Säule aufgrund der höheren DPT-Retentionszeit und der 
damit einhergehenden Trennung des DPT-Signals von matrixbedingten Störsignalen eine 
geeignete Alternative zu sein. Andererseits ermöglichte der Einsatz der Luna® C8 - Säule 
eine deutliche Reduzierung der Retentionszeiten von DPT und Ethylparaben auf 4,9 bzw. 
4,3 min (Abb. 4), was insbesondere bei hohem Probenaufkommen von Interesse ist. 
Ethylparaben (A) (B) DPT DPT 
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  Abb. 4: Repräsentative LC-Chromatogramme einer undotierten (Blank) 
 und einer mit DPT dotierten Zitratplasmaprobe unter Verwen- 
 dung einer Luna
®
 C8 - Säule: UV-Detektion von 1,0 mg/L DPT  
 (tR=4,9 min) mit 4,0 mg/L Ethylparaben (tR=4,3 min) bei 219 nm, 
 Einschub: MS-Detektion von 0,1 mg/L und 1,0 mg/L DPT, Mas- 
 senspur m/z = 809,0 (z=2). 
 
Interferenzen aus der Matrix wurden nicht beobachtet, unabhängig davon ob das Blut mit 
Zitrat, EDTA oder Heparin antikoaguliert worden war. Da keine signifikanten Unterschiede 
in den Validierungsergebnissen in Abhängigkeit von den verwendeten Plasmaarten 
resultierten, werden im Folgenden die Ergebnisse für DPT in Zitratplasma erläutert. 
 
Die Kalibrierfunktionen waren für beide Methoden über den gewählten 
Konzentrationsbereich (1,0 - 15,0 mg/L, UV), welcher sich an therapeutisch auftretende 
CDPT orientierte, und für einen dazu um Faktor 10 erniedrigten Konzentrationsbereich für 
die MS-Detektion, linear (r² > 0,99). In Abbildung 5 sind exemplarisch die 
Kalibrierfunktionen für die Nucleosil® C8 HD – Säule, welche in den durchgeführten Zell- 
und SPME-Studien zur Quantifizierung von DPT eingesetzt wurde, sowohl für UV- als 
auch MS-Detektion dargestellt. 
 
Die LLOQ für DPT unter Verwendung beider Säulen betrugen für die photometrische und 
für die massenspektrometrische Detektion jeweils 1,0 mg/L bzw. 0,02 mg/L. Die 
Gesamtwiederfindungen wurden für die LLOQ, mittlere und hohe Kontrolle bestimmt und 
betrugen 79 %, 102 % und 101 %. 
DPT 
Ethyl- 
paraben 
DPT 
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 Abb. 5:  Kalibrierfunktionen für die Bestimmung von DPT aus humanem 
  Zitratplasma unter Verwendung einer Luna
®
 C8 – Säule mittels 
  UV-Detektion (C = 0,5 - 15,0 mg/L) und MS-Detektion (C = 0,02- 
  1,50 mg/L, Einschub), MW ± Bereich, n=3. 
 
Die intra diem und inter dies Messpräzisionen (CV) und -richtigkeiten (RE) der Kontrollen 
wurde für alle Methoden ermittelt (Tab. 3) und lagen innerhalb der allgemein akzeptierten 
Toleranzbereiche161-163.  
 
  intra diem (n=10) inter dies (n=10) 
Assay C [mg/L] CV [%] RE [%] CV [%] RE [%] 
Nucleosil
®
 C8 HD   1,0   4,0 +12,2 4,9 +1,4 
(UV)   8,0   4,1 +11,0 5,3  -5,1 
 15,0   2,7 +11,4 4,6  -7,1 
Nucleosil
®
 C8 HD   0,1 13,4   +7,1 5,6 +3,4 
(MS)   0,8   3,2   +3,4 4,9 +2,1 
   1,5   8,6    -1,5 8,1  -4,5 
Luna
®
 C8   1,0   2,1    -3,2 9,6  -4,9 
(UV)   8,0   8,3   +4,2 6,7 +2,7 
 15,0   7,4    -5,3 5,2  -6,1 
Luna
®
 C8   0,1   1,8    -2,7 7,3  -3,4 
(MS)   0,8 13,5   +3,5 4,9  -8,0 
   1,5   2,3    -5,5 4,3 +1,1 
  Tab. 3:  Die intra diem und inter dies Messpräzisionen (Variationskoeffizient, CV) und  
  -richtigkeiten (relativer Fehler, RE) wurden für DPT-haltige Kontrollen in Zitrat- 
plasma, die den niedrigen, mittleren und hohen therapeutischen Konzentra- 
tionsbereich repräsentieren, berechnet.  
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Die chemische Stabilität von DPT in Plasma wurde über einen Zeitraum von einem Monat 
bei drei verschiedenen Temperaturen untersucht. Es zeigte sich, dass eine Lagerung bei  
-20°C zu keinen signifikanten Schwankungen in den CDPT führte. Dem gegenüber 
resultierten für bei +4°C gelagerte Proben ein Substanzverlust von ~20 % und bei +20°C 
kam es zu einem deutlichen Verlust an CDPT um ~90 % innerhalb von zwei Wochen. Für 
Langzeitlagerungen von DPT-haltigen Plasmaproben sind daher nur Temperaturen von 
T ≤ -20°C geeignet. Ein Lagerungsversuch von DPT in 35 % wässrigen Acetonitril bei 
+8°C zeigte keine Abnahme der CDPT (CV = 2,1 %) über einen Zeitraum von einem Monat. 
 
Die Analysen von Patientenproben, die während einer DPT-Therapie entnommen wurden, 
ergaben, dass keine chromatographischen Interferenzen (Koelution) durch die sieben 
zusätzlich verabreichten Medikamente auftraten. So wurde unter anderem für eine Probe, 
die vier Stunden nach der DPT-Infusion entnommen wurde, eine CDPT von 6,5 mg/L ohne 
Interferenzen und mit hohen Reproduzierbarkeiten (6,4 - 6,7 mg/L, n=4) bestimmt.  
 
4.2 Einfluss ausgewählter Arzneistoffe auf spezifische PMN-Funktionen  
Zur Beurteilung des Einflusses von DPT, LVX und CLI auf spezifische PMN-Funktionen 
(Viabilität, Chemotaxis, Phagozytose, „Oxidative Burst“, Sekretion von Interleukinen) 
wurden die erhaltenen Ergebnisse auf arzneistofffreie Proben normiert. Auftretende 
Signifikanzen beziehen sich daher auf die Unterschiede zwischen arzneistoffhaltigen und 
-freien Proben. 
 
Die Viabilitäten der PMN wurden durch DPT, LVX und CLI über einen Zeitraum von bis zu 
17 h nicht beeinflusst und betrugen substanz- und konzentrationsunabhängig 98 – 102 %. 
Spenderbedingte Unterschiede in den Zellviabilitäten waren gering ausgeprägt (<1,3 %). 
Die Gesamtzellzahl an PMN, das heißt die Summen aus intakten und geschädigten PMN 
in den Inkubationslösungen, nahm über den gleichen Zeitraum um ~42 % ab (Abb. 6). 
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Abb. 6:  Veränderung der PMN-Viabilität im Verlauf einer Inkubation mit Cmax von 
  LVX (5,0 mg/L), DPT (60,0 mg/L) oder CLI (3,50 mg/L) sowie Veränderungen
 der Gesamtzellzahl an PMN (8 - 17 h), Angabe des MW +/– STABW, n=7. 
 
Die zellassoziierte Anreicherung von LVX, das heißt die intrazelluläre Aufnahme in die 
PMN einschließlich einer eventuellen Anlagerung an die Zellmembran der PMN, erfolgte 
schnell in den ersten 5 min und erreichte nach 30 min eine „Steady State“ - Konzentration. 
Während sich zwischen 0,5x Cmax und Cmax an LVX eine Konzentrationsabhängigkeit der 
zellassoziierten Anreicherung gegenüber der Cextrazellulär von LVX andeutete, führte eine 
weitere Erhöhung der Cextrazellulär nicht zu einer deutlichen Steigerung der zellassoziierten 
Akkumulation von LVX (Abb. 7).  
 
 
Abb. 7:  Zellassoziierte Akkumulation von LVX und DPT in PMN für drei verschie- 
 dene extrazelluläre Konzentrationen, Angabe des MW +/– STABW, n=7. 
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Für DPT resultierten Czellassoziiert/Cextrazellulär-Verhältnisse von 0,5 – 1,1, wobei für DPT 
bereits nach 5 min eine „Steady State“ - Konzentration erreichte wurde. Die zellassoziierte 
Akkumulation für LVX betrug das 4–8-fache im Vergleich zu DPT, für welches keine 
signifikante Anreicherung in PMN stattfand. Im Fall von CLI konnten keine zellassoziierten 
Konzentrationen nachgewiesen werden. 
 
Das chemotaktische Verhalten (Migrationsindex, MI) von PMN in Richtung einer fMLP-
haltigen Quelle wurde durch LVX geringfügig supprimiert (-11 %) und durch DPT und CLI 
nicht signifikant beeinflusst. Das Wanderungsverhalten von PMN in Richtung einer mit 
Zymosan aktiviertem Meerschweinchenserum (ZAS) stimulierten Quelle wurde nach 
einstündiger Inkubation durch LVX (+19 %) und CLI (+27 %) signifikant erhöht (Abb. 8), 
während mit DPT inkubierte PMN nicht beeinflusst wurden. Nach 3 – bzw. 5 – stündiger 
PMN-Inkubation mit den drei Antibiotika war das Migrationsverhalten der PMN jeweils 
reduziert, die gemittelten MI lagen in einem Bereich von 85 – 92 %. Nach 5 h kam es 
durch alle drei Antibiotika zu einer signifikanten Abnahme im Wanderungsverhalten der 
PMN. 
 
 
 Abb. 8: Einfluss von 2x Cmax an LVX (10,0 mg/L), DPT (120,0 mg/L) und CLI  
  (7,00 mg/L) auf das Wanderungsverhalten (Migrationsindex, MI) von  
  PMN in Richtung einer ZAS-haltigen Quelle, MW ± STABW, n=7.  
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Die Phagozytoseaktivität (Phagozytoseindex, PI) von PMN gegenüber FITC-E.coli wurde 
durch LVX, DPT und CLI reduziert, wobei keine signifikanten Unterschiede zwischen den 
einzelnen Antibiotika-Konzentrationsspiegeln (0,5 – 2x Cmax) festgestellt werden konnten. 
Die Inhibierung des PI betrug durch LVX und CLI bis zu -52 %, durch DPT resultierte eine 
Herabsetzung der PI um bis zu -72 % (Abb. 9). Die größten Abnahmen in der PI ergaben 
sich dabei jeweils für Cmax nach 2 h. Für Cmax  und 2x Cmax kam es für die ersten beiden 
Stunden zu einer signifikanten, zeitabhängigen Reduktion der PI, gefolgt von einer dazu 
gesteigerten Phagozytoseaktivität nach 3 h, die aber im Vergleich zu Kontrolllösungen 
ebenfalls signifikant erniedrigt war.  
 
Die PI-Werte wiesen deutliche Variationen (11 – 25 % Unterschied) in Abhängigkeit von 
den einzelnen Blutspendern aus, jedoch weniger bei mehreren tagesverschiedenen 
Spenden (n=4; 4 – 19 %) von einer Person.  
 
 
 Abb. 9: Einfluss von drei verschiedenen Konzentrationen an LVX, DPT und CLI auf die Pha- 
  gozytoseaktivität (Phagozytoseindex, PI) humaner PMN gegenüber FITC-E.coli,  
  MW ± STABW, n=7. 
 
Die Freisetzung anionischer und radikalischer Sauerstoffspezies („Oxidative Burst“-Index, 
BI) durch PMN, die mit E.coli oder fMLP stimuliert worden sind, wurde durch die 
Antibiotika LVX, DPT und CLI kaum beeinflusst. Die gemittelten BI betrugen 84 - 106 %. 
Untersuchungen hinsichtlich des Einflusses der drei Antibiotika auf die BI von PMA-
stimulierten PMN (Abb. 10) resultierten in Verminderungen der BI durch LVX um bis zu       
-21 % sowie für DPT und CLI um bis zu -38%. 
0 
20 
40 
60 
80 
100 
120 
0,5x Cmax Cmax 2x Cmax 0,5x Cmax Cmax 2x Cmax 0,5x Cmax Cmax 2x Cmax 
P
I 
[%
] 
1 h 2 h 3 h 
LVX DPT CLI 
* 
* * 
* 
* 
* 
* 
* 
* 
* 
* 
* * 
* 
* 
* 
* 
* 
* 
* 
* * * 
* 
* 
  Ergebnisse 
 
44 
 
 
 Abb. 10: Einfluss von drei verschiedenen Konzentrationen an LVX, DPT und CLI auf die Frei- 
   setzung anionischer und radikalischer Sauerstoffspezies („Oxidative Burst“-Index, BI)  
   durch humane PMN, nachdem diese mit PMA stimuliert wurden, MW ± STABW, n=9. 
 
Nach 2 und 3 h kam es für mit CLI inkubierte und mit PMA stimulierte PMN zu einer 
deutlichen konzentrationsabhängigen Stimulation der BI (+47 %), wobei mit steigender 
Konzentration an CLI die Freisetzung von Sauerstoffspezies durch die PMN zunahm. 
 
LVX-, DPT- und CLI-bedingte Einflüsse auf die Zytokinfreisetzung von PMN zeigten sich 
für die Interleukine IL-1ß, IL-6 und IL-8. Die Sekretionen von IL-2, -10, -12 p70 und TNF-α 
wurden durch die drei Antibiotika nicht beeinflusst.  
 
PMN, die mit LVX inkubiert wurden, wiesen eine konzentrationsunabhängige Reduktion 
der Freisetzung von IL-1ß, IL-6 und IL-8 um bis zu -20 % auf (Abb. 11). Mit DPT 
inkubierte PMN zeigten eine drastische Reduktion der Freisetzung von IL-1ß (-63 %), IL-6 
(-70 %) und IL-8 (-54 %). Die Inhibierung dieser Interleukinsekretionen erfolgte durch DPT 
dahingehend, dass für 2x Cmax an DPT die deutlichsten Inhibierungen und somit die 
niedrigsten Freisetzungsraten an IL-1ß, -6 und -8 auftraten. Für PMN nach CLI-Inkubation 
ergab sich eine geringfügige Senkung in der IL-1ß-Sekretion (-13,0 %), während die 
Freisetzung von IL-6 durch CLI unbeeinflusst blieb. Die Sekretion von IL-8 wurde durch 
CLI konzentrationsabhängig mit steigender CLI-Konzentration erhöht, wobei es für Cmax 
und 2x Cmax gegenüber Kontrollen zu einer signifikanten Steigerung der IL-8-Freisetzung 
kam. 
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 Abb. 11: Freisetzung von IL-1ß, -6 und -8 durch PMN, die für 18 h mit drei unterschiedlichen 
  Konzentrationen an LVX, DPT oder CLI inkubiert wurden, MW ± STABW, n=7. 
 
Für PMN nach CLI-Inkubation ergab sich eine geringfügige Senkung in der IL-1ß-
Sekretion (-13,0 %), während die Freisetzung von IL-6 durch CLI unbeeinflusst blieb. Die 
Sekretion von IL-8 wurde durch CLI konzentrationsabhängig mit steigender CLI-
Konzentration erhöht, wobei es für Cmax und 2x Cmax gegenüber Kontrollen zu einer 
signifikanten Steigerung der IL-8-Freisetzung kam. 
 
4.3 Untersuchungen zur SPME von freien Arzneistoffkonzentrationen 
4.3.1 Evaluation von optimierten SPME-Versuchsbedingungen 
Zur Evaluation von SPME-Fasern für die quantitative Bestimmung von freien 
Arzneistoffkonzentrationen wurden vier verschiedene Faserbeschichtungen, von denen 
drei (PPy, PTh, PEDOT) manuell in Eigenherstellung und eine industriell (PAN-C18) 
angefertigt wurden, verwendet. Im Folgenden wurden systematische Untersuchungen 
zum Einfluss wichtiger Versuchsparameter auf die Extraktionsausbeuten der Fasern 
durchgeführt, wobei stets ein Parameter variiert und die anderen konstant gehalten 
wurden. Zu den untersuchten Parametern zählten dabei die Faserbeschaffenheit, 
Extraktionszeiten, Temperaturen, pH-Werte, Agitation, Blutantikoagulation sowie die 
Salzzusatzkonzentration. 
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Dabei kamen vier Arzneistoffe mit unterschiedlichen PPB zum Einsatz: LNZ und LVX mit 
31 %138, 142 bzw. 24 - 38 % PPB131-133 als Vertreter der Substanzen mit niedrigen PPB, 
während DPT mit 90 - 94 % PPB121 und SRL mit einer Inkorporationsrate von 94,5 % in 
Erythrozyten und 97,5 % PPB150, 151 zu den Substanzen gehören, die eine hohe Bindung 
an Matrixbestandteile besitzen. Für die SPME-Versuche wurde mit LVX zusätzlich zu LNZ 
eine zweite Substanz mit einer niedrigen PPB gewählt, da LVX bereits bei den 
Untersuchungen zum Einfluss von Antibiotika auf spezifische Zellfunktionen der PMN 
eingesetzt wurde. 
 
4.3.1.1 Beschaffenheit der Faserbeschichtungen 
SEM-Aufnahmen98, 102 der beschichteten Fasern (Abb. 12) erlaubten eine Charakteri-
sierung der Beschichtungsmorphologie und somit Aussagen zur Homogenität und 
Porosität sowie der Partikelgröße der Polymerbeschichtungen. 
 
Die Filmdicken der Beschichtungen betrugen 90 – 100 µm für PPy bzw. 135 – 160 µm für 
PTh und PEDOT. Die Polymeroberfläche zeigte unterschiedlich poröse Strukturbereiche: 
Die vom Trägerstab distale Schicht erschien inhomogen mit unregelmäßig geformten 
Partikeln, während die proximalen Schichten gleichmäßig ausgeprägt wirkten. Die 
gesamte Polymerbeschichtung bestand aus miteinander verbundenen, flocken- und 
tropfenförmigen Partikeln mit einer gering variierenden Partikelgröße von 1,5 – 2,0 µm. 
 
    
  Abb. 12: SEM-Aufnahmen einer PPy-beschichteten SPME-Sonde: Übergang zwischen dem Träger- 
  material und der Polymerbeschichtung (links), Draufsicht auf die PPy-Beschichtung (Mitte), 
  Aufnahme einer einzelnen Pore und der PPy-Partikel (rechts)
98
.  
 
Untersuchungen zum Einfluss der Dicke und Länge des PPy-Films auf die 
Extraktionsausbeute von 15,0 mg/L LNZ aus PBS ergaben eine Steigerung der 
Ausbeuten mit zunehmender Dicke und Länge der Polymerbeschichtung (Abb. 13). Der 
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lineare Zusammenhang (R² = 0,9422) konnte durch eine Regressionsanalyse belegt 
werden.  
 
 
 Abb. 13: Einfluss der Beschichtungslänge und –masse an PPy auf die Extrak- 
   tionsausbeuten von 15,0 mg/L LNZ aus PBS, MW ± STABW, n=3.
98
 
 
4.3.1.2 Polymerbeschichtungen der Fasern, Extraktionszeiten und –temperaturen  
Aufgrund der deutlichen Unterschiede in den Molmassen der eingesetzten Arzneistoffe 
(Tab. 2), erschien es partiell für einen Vergleich der mittels SPME extrahierten 
Konzentrationen zwischen den einzelnen Arzneistoffen als angebracht, anstatt der 
Massenkonzentrationsangaben C [mg/L] die Stoffmengenkonzentrationen C [µmol/L] zu 
verwenden (Tab. 4). 
 
Arzneistoff C-Bereich C [mg/L] C [µmol/L] 
DPT 
 
0,5x Cmax    30 18,5 
        Cmax    60 37,0 
   2x Cmax  120 74,0 
LVX 
 
0,5x Cmax   2,5   6,9 
        Cmax   5,0 13,8 
   2x Cmax 10,0 27,6 
SRL  0,10  0,11 
              
       Tab. 4: Gegenüberstellung der Massenkonzentrationen [mg/L] 
 und Stoffmengenkonzentrationen [µmol/L] von DPT, 
 LVX und SRL. 
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Bei Untersuchungen zur Zeitabhängigkeit des Adsorptionsverhaltens von vier 
unterschiedlichen SPME-Sonden gegenüber DPT und LVX aus PBS sowie SRL aus 
Vollblut zeigte sich, dass die erzielten Extraktionsausbeuten für die einzelnen Analyten 
durch die unterschiedlichen Fasern voneinander variierten (Abb. 14).  
 
 
 Abb. 14: Einfluss der Adsorptionszeit auf die Extraktionsausbeuten von vier verschiedenen SPME- 
   Fasern für Cmax an DPT (37,0 µmol/L) und LVX (13,8 µmol/L) aus PBS (MW ± STABW, n=6)  
   sowie von SRL (0,11 µmol/L) aus humanem Vollblut (n=1). 
 
Ein Vergleich der vier Faserbeschichtungen je Arzneistoff ergab, dass für DPT die 
Sonden mit PPy-Beschichtungen die höchsten Extraktionsausbeuten (8,0 %) erbrachten, 
gefolgt von PAN-C18-, PTh- und PEDOT-beschichteten Fasern mit 5,5 – 0,2 %. Letzterer 
Beschichtungstyp erzielte hingegen für LVX die höchste Extraktionsausbeute (24,6 %), 
während PTh-beschichtete Sonden eine unzureichende Extraktionsleistung aufwiesen. 
PPy- und PAN-C18-beschichtete Fasern erbrachten mit ~14 % vergleichbare 
Extraktionsausbeuten. Für die SPME von SRL aus Vollblut ergab sich, dass die höchsten 
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Ausbeuten durch PEDOT- (0,27 %) erzielt wurden, gefolgt von PPy-, PAN-C18- und PTh-
beschichteten Fasern mit 0,21 - 0,06 %.  
 
Eine Verlängerung der Adsorptionszeit von 20 auf 60 min führte zu deutlich gesteigerten 
Extraktionsausbeuten für DPT (PPy: +75 %, PAN-C18: +73 %, PTh: +23 %) und LVX 
(PPy: +81 %, PAN-C18: +110 %, PEDOT: +87 %) aus PBS.  
 
Es zeigte sich darüber hinaus, dass es nicht unbedingt zu einem Sättigungsphänomen 
bezüglich der Extraktionsausbeuten der SPME-Fasern im Untersuchungszeitraum kam. 
Degressiv ansteigende Kurvenverläufe resultierten für die Extraktionsausbeuten von DPT, 
LVX und SRL in Abhängigkeit von der Adsorptionszeit. Für SRL deuteten lediglich PPy- 
und PEDOT-beschichtete Fasern nach 25 min kein Sättigungsverhalten an, jedoch ist 
aufgrund der geringen n-Zahl eine präzise Aussage über das Extraktionsverhalten nicht 
möglich. 
 
Zur Extrapolation der Sättigungskonzentration (f(x) für den Wert x, für den f(x)ʹ = 0 gilt) 
und des Zeitpunktes t, an dem es zur Sättigung in den Extraktionsausbeuten kommt 
(f(x)ʹ = 0), wurden die ersten Ableitungen (f(x)ʹ) der Regressionsfunktionen gebildet 
(Tab. 5). 
 
Es zeigte sich, dass für die SPME von Cmax an DPT und LVX mindestens eine 
Adsorptionszeit von 40 min, in vielen Fällen sogar von mehr als 60 min, erforderlich war, 
bevor die SPME-Fasern in den Extraktionsausbeuten ein Sättigungsverhalten aufwiesen. 
 
Arzneistoff Faserbe-
schichtung 
Regressionsfunktion 
(Bestimmtheitsmaß) 
CSättigung 
[µmol/L] 
t für CSättigung 
[min] 
DPT PPy f(x)=-0,000542x
2
+0,074824x+0,04307 
(R
2
=0,9992) 
3,01   69,0 
PTh f(x)=-0,000286x
2
+0,027917x+0,19748 
(R
2
=0,9999) 
0,88   48,7 
PEDOT f(x)=-0,000036x
2
+0,002983x+0,03333 
(R
2
=0,9676) 
0,09   41,6 
PAN-C18 f(x)=-0,000311x
2
+0,044681x+0,45698 
(R
2
=0,9760) 
2,06   71,9 
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LVX PPy f(x)=-0,000293x
2
+0,045177x+0,30571 
(R
2
=0,9997) 
2,05   77,1 
PTh f(x)=-0,000016x
2
+0,001441x+0,03858 
(R
2
=0,9055) 
0,07   45,0 
PEDOT f(x)=-0,000823x
2
+0,105538x+0,04335 
(R
2
=1,0000) 
3,43   64,1 
PAN-C18 f(x)=-0,000202x
2
+0,040408x+0,16590 
(R
2
=0,9997) 
2,19 100,0 
SRL PTh f(x)=-1,02*10
-7
x
2
+4,9*10
-6
x+7,6*10
-6
 
(R
2
=0,9998) 
6,6*10
-5
   23,9 
PAN-C18 f(x)=-3*10
-7
x
2
+0,000016x-0,000042 
(R
2
=0,9888) 
1,6*10
-4 
  25,7 
 
Tab. 5:  Zusammenstellung der extrapolierten Sättigungskonzentrationen für die SPME von Cmax an  
 DPT (37,0 µmol/L), LVX (13,8 µmol/L) und SRL (0,11 µmol/L) unter Verwendung von vier ver- 
 schiedenen Faserbeschichtungen sowie Angabe der Adsorptionszeiten, die zum Erreichen  
 der Sättigungskonzentrationen erforderlich sind. 
 
Untersuchungen zum Einfluss der Desorptionszeit auf die Extraktionsausbeuten erfolgten 
nach Adsorption von Cmax an DPT in PBS und ergaben, dass der Hauptanteil an DPT 
(83 - 94 %) bereits nach 20 min von den Fasern desorbiert wurde (Abb. 15). Eine 
Verdreifachung der Desorptionszeit (60 min) resultierte in Steigerungen der Extraktions-
ausbeuten gegenüber den 20 min – Werten um +20 % (PPy, PAN-C18) und +7 % (PTh).  
 
 
 Abb. 15: Einfluss der Desorptionszeit auf die Extraktionsausbeute von Cmax 
    an DPT (37,0 µmol/L) nach Adsorption aus PBS, MW ± STABW, n=6. 
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Die zur Einstellung der Sättigungskonzentrationen benötigten Desorptionszeiten der vier 
eingesetzten Faserbeschichtungen sind in Tabelle 5 angegeben. Wie aus Abbildung 15 
ersichtlich ist, könnten bereits zu einem früheren Zeitpunkt die Desorptionsdauern 
beendet werden, ohne dass es zu einem merkbaren Verlust in den Extraktionsausbeuten 
käme. In Tabelle 6 sind zusätzlich die kalkulierten Desorptionszeiten für einen Verlust von 
5 % Extraktionsausbeute (f(x)reduziert = 0,95*f(x)) gegenüber den nach 60 min erzielten 
Werten angegeben.  
 
Faserbe-
schichtung 
Regressionsfunktion   
(Bestimmtheitsmaß) 
t für CSättigung 
[min] 
t für f(x)red = 0,95*f(x) 
[min] 
PPy f(x)=-0,000796x
2
+0,083342x+0,83592 
(R
2
=0,9999) 
52,3 37,8 
PTh f(x)=-0,000225x
2
+0,021038x+0,38806 
(R
2
=0,9958) 
46,8 28,8 
PEDOT f(x)=-0,000097x
2
+0,006079x+0,10104 
(R
2
=0,9901) 
31,3   
PAN-C18 f(x)=-0,000341x
2
+0,035234x+1,10885 
(R
2
=0,9760) 
51,7 33,1 
 
  Tab. 6: Angabe der Desorptionszeiten, die zum Erreichen der Sättigungskonzentration nach Adsorp- 
 tion von Cmax an DPT (37,0 µmol/L) aus PBS erforderlich waren sowie Angabe der kalkulierten  
 reduzierten Desorptionszeiten, für die ein Verlust von 5 % der Extraktionsausbeute an DPT ak- 
 zeptiert wurde. 
 
Es zeigte sich, dass für PPy-, PTh- und PAN-C18-beschichtete Fasern eine Reduzierung 
der Desorptionszeit um 14,5 - 18,5 min erzielt werden würde, wenn ein Verlust von 5 % 
Extraktionsausbeute an DPT, welcher im Standardabweichungsbereich des Wertes für die 
Extraktionsausbeute nach 60 min liegt, toleriert wird. 
 
Variationen in den Adsorptions- (25 – 45°C) und Desorptionstemperaturen (30 – 60°C) für 
die Extraktion von Cmax an DPT aus PBS führten zu keiner signifikanten Beeinflussung der 
Extraktionsausbeuten. Die mittels PAN-C18-Fasern extrahierten CDPT betrugen beispiels-
weise nach Variation der Adsorptionstemperatur 2,02 ± 0,12 µmol/L und nach Verän-
derung der Desorptionstemperatur 2,04 ± 0,14 µmol/L. 
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4.3.1.3 Blutantikoagulantien, Salzkonzentration und pH-Wert 
Blutantikoagulantien wie Natriumzitrat und Heparin schienen die Extraktionsausbeuten 
von PPy-beschichteten Fasern für 15,0 mg/L LNZ/Plasma bei einem physiologischen pH -
Wert von ~7,4 nicht zu beeinflussen, während EDTA zu einer Senkung der Ausbeute um  
-55 % führte (Abb. 16). 
 
Für höhere pH - Werte (8,5), wie sie sich nach Antikoagulation mit Natriumzitrat 
ausbilden, deutete sich eine Steigerung der extrahierten Masse an LNZ um ~20 % an, 
während die Zugabe von Natriumchlorid in unterschiedlichen Konzentrationen keinen 
wesentlichen Einfluss auf die Extraktionsausbeute an LNZ aufzeigte. 
 
 
  Abb. 16: Einfluss von Blutantikoagulantien (Natriumzitrat, Heparin, EDTA), Natrium- 
   chloridkonzentration sowie des pH-Wertes auf die Extraktionsausbeute von 
   15,0 mg/L LNZ aus Plasma mittels PPy-beschichteten SPME-Sonden, n=1.
98
 
 
Für die Extraktion von SRL aus EDTA-antikoaguliertem Vollblut mit PAN-C18-
beschichteten Fasern zeigte sich, dass SRL über den gewählten Konzentrationsbereich 
linear extrahierbar war (Abb. 17). Unter Verwendung von Heparin-antikoaguliertem 
Vollblut waren für die kleineren CSRL (15 und 20 µg/L) keine extrahierten CSRL bestimmbar. 
Ein Vergleich der Anstiege beider Regressionsfunktionen zeigt auf, dass für EDTA-
antikoaguliertes Vollblut aufgrund der extrahierten CSRL eine deutlichere Differenzierung 
hinsichtlich der eingesetzten CSRL möglich ist, während für Heparin-antikoaguliertes 
Vollblut die Unterschiede in den einzelnen Konzentrationsniveaus geringer ausgeprägt 
sind. 
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Abb. 17:  Einfluss  der  Blutantikoagulantien EDTA  und  Heparin  auf  die  
  Extraktion von SRL aus Vollblut mittels PAN-C18-beschichteten  
  SPME-Fasern, MW ± Bereich, n=2. 
 
4.3.1.4 Agitation der Adsorptionslösung 
Für die SPME von SRL aus Vollblut mit PTh-beschichteten Fasern ergab sich ein 
deutlicher Unterschied in den Extraktionsausbeuten in Abhängigkeit von der 
Bewegungsart der Adsorptionslösung, wobei mit 0,14 – 0,20 % die höchsten 
Extraktionsausbeuten an SRL im fließenden System (HLM) erzielt wurden (Tab. 7). Für 
gerührte und geschüttelte Medien resultierten SRL-Ausbeuten von 0,08 – 0,12 % und 
0,01 – 0,03 %. Der Unterschied in den erzielten Extraktionsausbeuten an SRL in den 
verwendeten Bewegungsmodi (schütteln versus rühren, rühren versus fließend) betrug 
das ~ 2 - 2,5 fache.  
 
 
Bewegungsmodus des Vollblutes 
 
schütteln 
(400 rpm) 
rühren 
(250 rpm) 
fließend 
(100 mL/min) 
CSRL_Vollblut 
 [µg/L] 
CSRL 
[µg/L]  
CSRL 
[µg/L]  
CSRL 
[µg/L]  
  25,0 0,004  0,032 ± 0,005 0,05 ± 0,02 
    
 
  
  50,0 0,015 0,041 ± 0,007 0,09 ± 0,02 
    
 
  
100,0 0,031  0,080 ± 0,007 0,14 ± 0,01 
  
(n=1) (n=5) (n=3) 
   
  Tab. 7: Extrahierte Konzentrationen an SRL mit PTh-beschichteten Son- 
  den aus Vollblut unter Variation der Bewegungsart des Vollblutes, 
  MW ± STABW. 
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Diese Ergebnisse zeigten, dass deutliche Unterschiede in den Bewegungsmodi einen 
Einfluss auf die Extraktionsleistung der Fasern haben können, während begrenzte 
Variationen in den Schüttelgeschwindigkeiten des Thermoshakers für die Adsorption und 
Desorption (0 - 500 rpm) von DPT aus PBS mittels der vier eingesetzten Faserarten zu 
keinen signifikanten Unterschieden in den Extraktionsausbeuten an DPT führten. Bei 
Untersuchungen zum Einfluss verschiedener Flussraten des fließenden Vollblutes (50 –
500 mL/min) auf die Extraktion von LNZ und DPT mittels PPy- bzw. PTh-beschichteten 
Fasern (Abb. 18) konnte ebenfalls keine signifikante Abhängigkeit der 
Extraktionsausbeute von der Fließgeschwindigkeit festgestellt werden98, 102. 
 
 
 Abb. 18: Effekt von variierten Flussraten des Vollblutes auf die Extraktionsausbeuten 
   von LNZ (5,0 bzw. 15,0 mg/L) und DPT (20,0 bzw. 60,0 mg/L) mittels PPy-be- 
   schichteten Fasern (HLM-Modell), Normierung der Extraktionsausbeuten auf 
   5,0 mg/L LNZ bzw. 20,0 mg/L DPT bei 100 mL/min, MW ± STABW, n=3.
98
  
 
4.3.2 SPME unter Verwendung des HLM-Modells 
Untersuchungen zur SPM-Extraktion von LNZ und SRL mittels PPy- bzw. PTh-
beschichteten Fasern aus fließendem oder geschütteltem Vollblut resultierten in hohen 
Reproduzierbarkeiten und linearen Konzentrationskorrelationen über den gewählten 
Konzentrationsbereichen (Tab. 8).  
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Arzneistoff 
 
Faser 
(Faserstatus) 
Agitations-
modus 
Bestimmt-
heitsmaß (R
2
) 
CVmax   
[%] 
LNZ PPy (unbenutzt) fließend 0,957  (n=3) 17,0 
PPy (benutzt) fließend 0,939  (n=3)   7,0 
PPy (benutzt) schüttelnd 0,955  (n=3)   9,0 
PTh (unbenutzt) fließend 0,987  (n=3)   9,5 
PTh (benutzt) fließend 0,995  (n=3) 15,9 
PTh (benutzt) schüttelnd 0,983  (n=3)   7,1 
DPT PPy (unbenutzt) fließend 0,965  (n=3) 14,5 
PPy (benutzt) fließend 0,915  (n=3)   8,3 
PPy (benutzt) schüttelnd 0,975  (n=3) 10,3 
PTh (unbenutzt) fließend 0,967  (n=3) 11,8 
PTh (benutzt) fließend 0,988  (n=3)   6,1 
PTh (benutzt) schüttelnd 0,924  (n=3) 12,3 
SRL PPy (unbenutzt) fließend 0,984  (n=1) - 
PPy (benutzt) fließend 0,997  (n=2) 19,1 
PPy (benutzt) schüttelnd 0,991  (n=1) - 
PTh (unbenutzt) fließend 0,999  (n=3) 19,8 
PTh (benutzt) fließend 0,998  (n=3) 21,1 
PTh (benutzt) schüttelnd 0,999  (n=1) - 
 
       Tab. 8: Zusammenstellung der Bestimmtheitsmaße und Messpräzisionen (Va- 
riationskoeffizient, CVmaximal) für die SPME von LNZ (1 - 15 mg/L), DPT  
(3 – 60 mg/L) und SRL (25-300 µg/L) aus Heparin-antikoaguliertem Voll- 
blut mittels PPy- und PTh-beschichteten Fasern. Aufschlüsselung der  
Ergebnisse nach Faserstatus und Agitationsmodus.
98, 102
 
 
Während für die Extraktion von DPT mit PTh-beschichteten Sonden ebenfalls ein linearer 
Zusammenhang zwischen den dotierten und extrahierten CDPT festgestellt werden konnte, 
ergab sich für die SPME mittels PPy-beschichteten Fasern eine degressive Zunahme in 
den extrahierten CDPT in Abhängigkeit von den eingesetzten CDPT (Abb. 19).  
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 Abb. 19: Normierte SPM-Extraktionsausbeuten von LNZ (C = 1,0 - 15,0 mg/L) und DPT  
  (C = 4,0 - 60,0 mg/L) mittels PPy-beschichteten Fasern (HLM-Modell) aus Hepa- 
  rin-antikoaguliertem Vollblut, Normierung der Extraktionsausbeuten auf 5,0  
  mg/L LNZ bzw. 20,0 mg/L DPT, MW ± STABW, n=3.
98
  
 
Es zeigte sich weiterhin, dass unbenutzte Fasern gegenüber zuvor verwendeten Sonden 
höhere Extraktionsausbeuten an LNZ, DPT und SRL erzielten. Für SRL (Abb. 20) 
erzielten beispielsweise unbenutzte PPy- und PTh-Fasern im fließenden Heparin-
antikoaguliertem Vollblut um +100 % gesteigerte Extraktionsausbeuten im Vergleich zu 
vorher benutzten Fasern. Der Unterschied zwischen unbenutzten Fasern im fließenden 
Medium und benutzten Sonden im geschüttelten System betrug Faktor 4 zugunsten der 
neuen Fasern. Bei Verwendung von jeweils zuvor unbenutzten PPy- und PTh-
beschichteten SPME-Sonden ergab sich, dass PPy-Sonden verglichen mit PTh-
beschichteten Fasern um ~ +50 % gesteigerte Extraktionsausbeuten an SRL aus 
humanem Vollblut erzielten.  
 
Betrachtungen der Steigungen der Regressionsfunktionen zeigten, dass für zuvor 
unbenutzte Fasern (PPy, PTh) ~1,8 mal so steile Regressionsgeraden im Vergleich zu 
bereits benutzten Sonden resultierten. Dadurch ermöglichte der Einsatz von zuvor 
unbenutzten Fasern eine deutlichere Differenzierung hinsichtlich der im Vollblut 
enthaltenen CSRL im Vergleich zu bereits benutzten Fasern. Im Gegensatz zu PTh-
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beschichteten Fasern, bei denen unabhängig von einer vorigen Nutzung über den 
gesamten Konzentrationsbereich im fließenden Vollblut SRL extrahiert wurde, konnte für 
die dotierten CSRL ≤ 50 µg/L mittels benutzter PPy-Sonden kein extrahiertes SRL 
nachgewiesen werden. 
 
 
 Abb. 20: Extraktionsausbeuten für SRL (25 – 300 µg/L) aus fließendem Heparin-antikoagu- 
   liertem Vollblut durch neue unbenutzte und zuvor bereits benutzte PTh- bzw. PPy- 
   beschichtete SPME-Fasern bei einer Flussrate von 100 mL/min, MW ± STABW, n=3.  
 
4.4 SPME von SRL aus einer Patientenprobe 
Für eine Patientenprobe, die laut einer externen quantitativen Bestimmung 24 µg/L SRL 
enthielt, wurde jeweils mit einer PPy-, PTh- und einer PANC18-beschichteten Faser 
Extraktionen durchgeführt. Die erzielten SRL-Signalflächen wurden über eine externe 
Kalibrierung von SRL in CH3OH in SRL-Konzentrationen umgerechnet und es resultierte 
für die PPy-beschichtete Faser eine kalkulierte Ausgangskonzentration an SRL von 
27,7 µg/L, während sich für PTh- und PANC18-beschichtete Sonden 13,6 µg/L bzw. 
17,8 µg/L an SRL ergaben.  
 
4.5 Konventionelle Arzneistoffanalysen 
Referenzanalysen von LNZ und SRL aus Vollblut mittels SPE ergaben lineare 
Regressionsfunktionen und hohe Reproduzierbarkeiten von R² = 0,998 (CV ≤ 8,0 %, 
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n=3)98 für LNZ- und R² = 0,997 (CV ≤ 10,6 %, n=2) für SRL-haltige Proben. Für 
Vollblutproben, die DPT enthielten, wurde für die Konzentrationsbestimmungen nach 
Zentrifugation, Proteinfällung und linearer Regressionsanalyse ein R² = 0,999 
(CV ≤ 4,0 %, n=3)102 erhalten. 
 
4.6 Bestimmung der PPB mittels SPME 
Für die Untersuchungen zum Extraktionsverhalten von Cmax an DPT aus Matrizes mit 
unterschiedlichem Proteinanteil wurde neben PBS und humanem Heparin-Plasma mit 
Biseko® ein standardisiertes artifizielles Proteinkonzentrat verwendet, das keine humanen 
Zellen enthält und somit im Gegensatz zu Heparin-Plasma eine direkte Aussage über den 
Bindungsgrad des Arzneistoffes an Proteine ermöglicht.  
 
In den Untersuchungen zeigte sich, dass die Extraktionsausbeuten der verschiedenen 
Sondenbeschichtungen stark voneinander variierten und eine teilweise signifikante 
Abnahme der extrahierten CDPT mit steigenden Proteingehalt auftrat (Abb. 21). 
Vergleichbare Extraktionsprofile ergaben sich für die SPME von 0,5x Cmax und 2x Cmax an 
DPT mit Ausnahme einer erniedrigten (0,5x Cmax) oder einer erhöhten (2x Cmax) 
extrahierten Masse an DPT. Mit PEDOT beschichtete Fasern erwiesen sich für die SPME 
von DPT aus proteinhaltigen Matrizes und somit für die Bestimmung der PPB als 
ungeeignet, da die Fasern aus proteinhaltigen Matrizes keine relevanten und voneinander 
unterscheidbare CDPT extrahierten. 
 
 
 
 Abb. 21: SPM-Extraktionsprofile von Cmax  an DPT (60,0 mg/L) aus Matrizes mit 
     unterschiedlichem Proteingehalt, MW ± STABW, n=6.  
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Für eine bessere Vergleichbarkeit der mittels PPy-, PTh- und PAN-C18-beschichteten 
Sonden erzielten Extraktionsausbeuten (EA) und der daraus berechneten Proteinbin-
dungen von DPT (Tab. 9) wurden die prozentualen Differenzen zwischen den einzelnen 
Werten (Δ EA1/EA2, z.B. zwischen 15 und 10 % Biseko
®, 20 und 15 % Biseko®) gebildet. 
 
 PPy PTh PAN-C18 
CDPT/ CDPT_PBS  
(%) 
Δ EA1/EA2 
(%) 
CDPT/ CDPT_PBS    
(%) 
Δ EA1/EA2 
(%) 
CDPT/ CDPT_PBS    
(%) 
Δ EA1/EA2 
(%) 
10% Biseko
®
 
PPB (%) 
 53,8 
 46,2 
 
 
-19,2 
 38,7 
 61,3 
 
 
-19,7 
 45,9 
 54,1 
 
 
-17,6 
15% Biseko
®
 
PPB (%) 
 43,5 
 56,5 
 31,1 
 68,9 
 37,9 
 62,1  
-19,4 
 
-14,7 
 
-11,2 
20% Biseko
®
 
PPB (%) 
 35,0 
 65,0 
 26,5 
 73,5 
 33,6 
 66,4 
 
-59,5 
 
-54,8 
 
-64,1 
Plasma 
PPB (%) 
 14,2 
 85,8 
 12,0 
 88,0 
 12,1 
 87,9 
  
 Tab. 9:  Zusammenstellung der berechneten Unterschiede zwischen den Extraktionsausbeuten in Ab- 
    hängigkeit vom Proteingehalt der Adsorptionslösungen und der Art der Faserbeschichtung. 
 
Es zeigte sich, dass eine schrittweise Erhöhung des Proteingehaltes um 5 % für die 
Extraktion von DPT mittels PPy-beschichteten Sonden zu einer konstanten Verminderung 
der Extraktionsausbeute um -19 % führte, während für PTh- und PAN-C18-Fasern initial 
eine vergleichbar, aber dann geringer fortschreitende Reduktion der SPME-Ausbeuten 
auftrat. Die sich ergebenden prozentualen Reduktionen in den Extraktionsausbeuten aus 
Heparin-Plasma gegenüber PBS (85 - 88 %) entsprechen den PPB von DPT in humanem 
Heparin-Plasma und waren für die drei Sondenbeschichtungen vergleichbar. 
 
Der Verlauf der PPB in Abhängigkeit vom Proteingehalt der Adsorptionslösung war 
degressiv ansteigend und wies für niedrige Proteingehalte (< 20 %) einen Unterschied 
zwischen den eingesetzten SPME-Sondenbeschichtungen auf (Abb. 22).  
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   Abb. 22: Mögliche Verläufe der mittels SPME-Sonden (PPy, PTh, PAN-C18) 
   bestimmten Plasmaproteinbindungen (PPB) von Cmax an DPT (60,0  
   mg/L) in Abhängigkeit vom Proteingehalt der Adsorptionslösung;  
   Einschub: Verlauf der PPB in Abhängigkeit von der Adsorptions- 
   zeit (5-60 min) von Cmax an DPT (60,0 mg/L) aus Heparin-Plasma  
   mittels PPy- und PAN-C18-beschichteten Sonden. 
 
Es zeigte sich weiterhin, dass der Einfluss der Adsorptionszeit auf die Bestimmung der 
extrahierten Konzentrationsanteile an DPT und somit auf die berechneten Protein-
bindungen nur gering ausgeprägt war (Abb. 22, Einschub). Für Adsorptionszeiten von 
t ≥ 10 min ergaben sich für Cmax an DPT in Heparin-Plasma folgende PPB: 85 – 90 % 
durch PPy- und ~89 % durch PAN-C18-Fasern. Lediglich die kalkulierten PPB nach 
5 minütiger Adsorptionszeit waren mit ~80 % geringfügig erniedrigt. Die für niedrigere und 
höhere CDPT berechneten PPB lagen in einer zu Cmax vergleichbaren Größenordnung 
(Tab. 10).  
 
 0,5x Cmax 2x Cmax 
Fasertyp PPB (%) PPB (%) 
PPy 81 - 84 83 – 86 
PTh ~80 ~88 
PAN-C18 86 - 88 87 – 90 
  
 Tab. 10: Berechnete PPB nach SPME (60 min) von zwei CDPT  
    aus Heparin-Plasma mittels PPy-, PTh- und PAN-C18- 
   beschichteten Sonden, Angabe des Bereiches, n=3. 
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Untersuchungen zum Extraktionsverhalten von vier verschiedenen SPME-Sonden 
gegenüber LVX (0,5 – 2x Cmax) ergaben ebenfalls eine Minderung der extrahierten CLVX 
mit steigendem Proteinanteil in der Adsorptionslösung und durch die Wahl des 
Beschichtungsmaterials bedingte Unterschiede in den extrahierten Konzentrationsanteilen 
von LVX (Abb. 23). 
 
 
   Abb. 23: Verlauf der mittels SPME-Sonden (PPy, PTh, PEDOT, PAN- 
     C18) extrahierten CLVX nach Adsorption (60 min) von Cmax  
     an LVX (5,0 mg/L) aus Matrizes mit unterschiedlichem Pro- 
     teingehalt, MW ± STABW, n=6. 
 
Mit PTh beschichtete Fasern erwiesen sich für die SPME von LVX aus proteinhaltigen 
Matrizes und somit für die Bestimmung der PPB als ungeeignet, da die Fasern keine 
relevanten und voneinander unterscheidbaren CLVX extrahierten. Für eine bessere 
Vergleichbarkeit der mittels PPy-, PEDOT- und PAN-C18-beschichteten Sonden erzielten 
Extraktionsausbeuten und der daraus berechneten Proteinbindungen von LVX (Tab. 11) 
wurden wieder die prozentualen Differenzen zwischen den einzelnen Werten (Δ EA1/EA2, 
zwischen Heparin-Plasma und 10 % Biseko®/PBS) gebildet. 
 
Es zeigte sich, dass für die Extraktion von LVX mittels PPy- und PEDOT-beschichteten 
Sonden eine geringfügige Verminderung der Extraktionsausbeuten aus 10 % Biseko®/ 
PBS auftrat, während für PAN-C18-Fasern eine deutlich stärkere Reduktion der SPME-
Ausbeuten auftrat. Die sich ergebenden prozentualen Reduktionen der 
Extraktionsausbeuten aus Heparin-Plasma gegenüber PBS waren für PPy- und PAN-
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C18-Sondenbeschichtungen vergleichbar, während die Reduktion der Extraktions-
ausbeute an LVX durch PEDOT-beschichtete Fasern geringer ausfiel (~-18 %). 
 
 PPy PEDOT PAN-C18 
CLVX/ CLVX_PBS 
(%) 
Δ EA1/EA2 
(%) 
CLVX/ CLVX_PBS 
(%) 
Δ EA1/EA2 
(%) 
CLVX/ CLVX_PBS 
(%) 
Δ EA1/EA2 
(%) 
10% Biseko
®
 
PPB (%) 
 92,1 
  7,9 
 
 
-70,7 
 95,5 
   4,5 
 
 
-50,0 
 72,2 
 27,8 
 
 
-57,6 
Plasma 
PPB (%) 
 27,0 
 73,0 
 47,8 
 52,2 
  30,6 
  69,4 
  
 Tab. 11:  Zusammenstellung der berechneten Unterschiede zwischen den Extraktionsausbeuten in  
   Abhängigkeit vom Proteingehalt der Adsorptionslösung und der Art der Faserbeschichtung. 
 
Die für 0,5x Cmax und 2x Cmax an LVX berechneten PPB lagen in einer zu Cmax 
vergleichbaren Größenordnung und betrugen 69 – 72 % (PPy), 54 – 58 % (PEDOT) und 
~69 % für PAN-C18-beschichtete Sonden.  
 
4.7 Bestimmung der PPB mittels UF 
Die Ermittlung der PPB von DPT mittels UF-Zentrifugaleinheiten resultierte in einer 
Abhängigkeit der berechneten PPB-Werte vom Proteingehalt der Matrix. Für DPT 
ergaben sich ~99 % PPB in Heparin-Plasma, 56 – 94 % PPB in zuvor bereits 
ultrafiltriertem Heparin-Plasma (Plasma PP < 10 kDa), 79 – 96 % PPB in 10 % 
Biseko®/PBS sowie ~83 % bzw. ~89 % PPB in 15 % und 20 % Biseko®/PBS (Abb. 24).  
 
Während die PPB für DPT aus Heparin-Plasma über den gewählten 
Konzentrationsbereich in einem konstanten Bereich lag, zeigte sich für Medien mit 
verringertem Proteingehalt, dass mit zunehmender CDPT die ermittelte PPB abnahm. Es 
zeigte sich weiterhin, dass für Matrizes mit 15 % und 20 % Biseko®/PBS eine 
Aufschlüsselung im Konzentrationsbereich von CDPT < 110 mg/L erforderlich gewesen 
wäre, um eine bessere Vergleichbarkeit der PPB – Werte in Abhängigkeit vom 
Proteingehalt der Matrizes zu ermöglichen. 
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Abb. 24: Mittels UF (10 kDa Nanosep-Filtern) bestimmte PPB von DPT  
  (C = 20 – 140 mg/L) in Abhängigkeit vom Proteingehalt der Ma- 
  trix, aus Übersichtlichkeitsgründen wurden jeweils die MW +  
  oder – STABW angegeben, n=3. 
 
Für eine bessere Vergleichbarkeit der mittels UF erzielten Extraktionsausbeuten (EA) von 
DPT wurden für CDPT von 110 -140 mg/L die prozentualen Differenzen zwischen den 
einzelnen Werten (Δ EA1/EA2, z.B. zwischen 10 % und 15 % Biseko
®/PBS) gebildet 
(Tab. 12). 
 
 CDPT [mg/L] 
110 120 130 140 
Δ EA1/EA2 (%) Δ EA1/EA2 (%) Δ EA1/EA2 (%) Δ EA1/EA2 (%) 
10% Biseko
®
  
-3,8 
 
-5,7 
 
-2,8 
 
-2,1 
 
15% Biseko
®
 
 
-6,2 
 
-6,3 
 
-7,0 
 
-7,1 
 
20% Biseko
®
 
 
-8,6 
 
-8,3 
 
-10,3 
 
-8,9 
Plasma 
     
    Tab. 12: Zusammenstellung der berechneten Unterschiede zwischen den Extrak- 
     tionsausbeuten in Abhängigkeit vom Proteingehalt der Adsorptionslösung; 
     erzielt durch UF. 
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Es zeigte sich, dass eine schrittweise Erhöhung des Proteingehaltes um 5 % zu einer 
Verringerung der Extraktionsausbeute um ~3 % führte, während die berechneten PPB um 
~4 % anstiegen (Abb. 24). 
 
Betrachtungen zur Abhängigkeit der PPB von 2x Cmax an DPT vom Proteingehalt der 
Matrix ergaben einen degressiv ansteigenden Verlauf für die PPB (Abb. 25). Aufgrund der 
fehlenden Datenpunkte im Bereich von 30 – 90 % Proteinanteil in der Lösung ergeben 
sich theoretisch zwei mögliche Kurvenverläufe, wobei der in „orange“ dargestellte Verlauf 
als wahrscheinlicher anzusehen ist. 
 
 
  Abb. 25: Zwei mögliche Verläufe der mittels UF erzielten PPB für 2x Cmax an 
     DPT (120 mg/L) in Abhängigkeit vom Proteingehalt der Matrix. 
 
Für LVX und CLI wurden aus den in den Untersuchungen hauptsächlich verwendeten 
Matrizes wie Heparin-Plasma und 10 % Biseko®/PBS ebenfalls die PPB bestimmt. Es 
ergaben sich für LVX über den gewählten Konzentrationsbereich (C = 0,1 – 2,0 mg/L) 
44 – 50 % PPB in Plasma und ~33 % PPB in 10 % Biseko®/PBS. Für CLI (C = 1,75 –
12,0 mg/L) resultierten PPB-Werte von 90 – 93 % (Plasma) und 37 – 59 % (10 % 
Biseko®/PBS). 
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5 Diskussion 
5.1 Methodenentwicklung und –validierung zur quantitativen Bestimmung von DPT 
Bei der Methodenentwicklung für die quantitative Bestimmung von Arzneistoffen stellt sich 
oftmals die Frage, ob der analytische Schwerpunkt auf der chromatographischen 
Auflösung und/oder einem hohen Durchsatz gelegt werden soll. 
 
Zwei flüssigchromatographische Methoden sowohl mit photometrischer als auch 
massenspektrometrischer Detektion zur quantitativen Bestimmung von DPT aus 
bioanalytisch relevanten Matrizes wurden entwickelt und nach internationalen 
Richtlinien161-163 validiert. Dabei wurden zwei unterschiedliche HPLC-Säulen eingesetzt: 
Die Nucleosil® C8 HD – Säule (tR_DPT = 11,2 min) führte zur verbesserten 
chromatographischen Abtrennung von DPT gegenüber matrixbedingten Störsignalen, 
insbesondere wenn komplexe biologische Matrizes wie Plasmen und Detektoren mit 
niedrigen Selektivitäten (UV-Photometer) eingesetzt wurden. Andererseits bot die 
Luna® C8 HD – Säule (tR_DPT = 4,9 min) eine besser geeignete Alternative, wenn hohe 
Probenaufkommen (High Throughput) und/oder geringer belastete Matrizes (Serum) 
gegeben sind bzw. MS-Detektion möglich ist.  
 
Die Retentionszeiten beider HPLC-Methoden für DPT sind vergleichbar mit oder unterhalb 
der bisher schnellsten publizierten DPT-Methode aus Plasma (tR_DPT = 9,2 min)
172, die 
jedoch keinen internen Standard beinhaltete, der bei der chromatographischen Trennung 
berücksichtigt werden musste. Andere Methoden mit ähnlichen oder niedrigeren 
Retentionszeiten wurden nur für Serum getestet170, 173, welches weniger potentielle 
Interferenzen enthält als Plasma, oder erfordern den Einsatz von UPLC174, welche zwar 
als neue „State-of-the-Art“ - Technik zunehmend an Bedeutung gewinnt, aber noch nicht 
in jedem Routinelabor verfügbar ist.  
 
Die ermittelten LLOQ für DPT von 1,0 mg/L (UV) und 0,02 mg/L (MS) lagen unter den 
Grenzwerten von bisher publizierten Methoden, welche in einem Bereich von              
2,0 – 3,5 mg/L168, 169, 172, 174 für die UV-Detektion und 0,1 – 1,6 mg/L175-177 für die MS-
Detektion lagen. Da für beide Methoden die Messpräzisionen und -richtigkeiten intra diem 
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und inter dies innerhalb der akzeptierten Toleranzen von ±15 %161-163 lagen, ist davon 
auszugehen, dass die ermittelten LLOQ, wie sie für die Anwendung von 
Blutspiegelüberwachungen ausreichend sind, durch weitere Modifikationen in der 
Probenaufarbeitung (Erhöhung des eingesetzten Probenvolumens und der 
Aufkonzentrierung von DPT durch Verringerung des Rekonstitutionsvolumens) sowie 
unter Verwendung von moderneren und empfindlicheren massenspektrometrischen 
Detektoren um Faktor 2-3 weiter gesenkt werden können.  
 
Die CDPT der Patientenproben (6,4 - 6,7 mg/L) lagen innerhalb des therapeutischen 
Konzentrationsbereiches (1,0 – 15,0 mg/L) und oberhalb der minimalen 
Inhibierungskonzentrationen (MIC90) von in der Therapie mit DPT relevanten Keimen wie 
Staphylococcus aureus (0,5 mg/L), vancomycin-resistente Enterococcus faecium 
(4,0 mg/L) oder Clostridium difficile (1,0 mg/L)124. Daher lässt die antibakterielle Therapie 
mit DPT eine hohe Effektivität in der Bekämpfung entsprechender Keime erwarten. 
 
Insofern konnte eine Methode zur Konzentrationsbestimmung von Daptomycin im Plasma 
entwickelt und validiert werden, die nicht nur für Forschungsfragen sondern auch für 
pharmakokinetische Therapieoptimierung im Routinebetrieb der Krankenversorgung 
verwendbar ist. 
 
5.2 Einfluss ausgewählter Arzneistoffe auf spezifische Zellfunktionen von PMN 
Die Möglichkeit von PMN gezielt zu Orten des infektiösen Geschehens zu wandern, 
macht sie attraktiv als Transportvehikel für Antibiotika178. Die unterschiedlichen Antibiotika 
LVX, DPT und CLI wurden hinsichtlich ihrer Aufnahme in PMN und ihrer Einflüsse auf die 
spezifischen PMN-Funktionen Viabilität, Chemotaxis, Phagozytose sowie die 
Freisetzungen anionischer, radikaler Sauerstoffspezies („Oxidative Burst“) und von 
Zytokinen untersucht. Da pharmako- und toxikodynamische Einflüsse eng mit der 
Arzneistoffkonzentration am Infektionsort verbunden sind und zellassoziierte 
Arzneistoffkonzentrationen (Czellassoziiert) aufgrund von aktivem und passivem In- und 
Effluxprozessen deutlich von den Konzentrationen im Inkubationsmedium (Cextrazellulär) 
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variieren können2, 34, 160, 179-181, wurden die pharmakodynamischen Parameter, wenn 
möglich, mit den Czellassoziiert/Cextrazellulär – Verhältnissen korreliert. 
 
In den Zellstudien wurden für die drei Arzneistoffe zunächst Untersuchungen hinsichtlich 
einer möglichen zeit- und konzentrationsabhängigen Beeinflussung der Viabilität der PMN 
durchgeführt. Die ermittelte Lebendrate von PMN unter Arzneistoffinkubation über einen 
Zeitraum von 17 h betrug im Vergleich zu arzneistofffreien PMN-Lösungen mehr als 98 %. 
Diese Angabe ist jedoch insofern alleine nicht hinreichend, da berücksichtigt werden 
muss, dass die absolute Zellzahl nach 17 h um ~42 % reduziert war. Dieses Ergebnis 
wurde hauptsächlich durch die biologische Halbwertszeit der PMN von 24 bis 36 h 
bedingt11. Danach sterben die PMN innerhalb von 72 h durch den Prozess der  
Apoptose10, 11 oder des programmierten Zelltodes12.  
 
Die Anreicherung von Fluorchinolonen in Zellen (PMN, THP1-Monocyten, Makrophagen, 
HL-60-Zellen, Epithelzellen, Kulturgewebszellen) und Geweben (Pankreas, Liquor 
cerebrospinalis) wurde bereits früher beschrieben33, 34, 36, 38, 44-51. Allerdings gibt es bis 
heute kaum Untersuchungen zur zellassoziierten Aufnahme von LVX in PMN und dessen 
Wirkung auf mehrere spezifische Zellfunktionen. In einer der wenigen Arbeiten 
beschäftigte sich Mandell44 mit der intrazellulären Aufnahme von LVX und dessen Einfluss 
auf die Chemotaxis.  
 
In den hier durchgeführten Untersuchungen zur Aufnahme von LVX durch PMN zeigte 
sich, dass sich für kleinere CLVX (0,5 - 1,0x Cmax) eine konzentrationsabhängige 
Anreicherung andeutete, jedoch für höhere CLVX (2x Cmax) es zu keiner weiteren 
Steigerung der zellassoziierten Akkumulation kam, was durch Arbeiten von Taira49 und 
Vazifeh50 ebenfalls belegt wurde. Dabei zeigte sich für LVX die Besonderheit, dass die 
zellassoziierte Aufnahme schnell innerhalb der ersten 5 min erfolgte und bereits nach 
30 min eine „Steady State“-Konzentration erreicht wurde. Eine darüber hinaus verlängerte 
Inkubationszeit führte nicht zu einer weiteren Erhöhung der zellulären Aufnahme von LVX. 
Diese intrazelluläre Pharmakokinetik lässt sich dadurch erklären, dass die zelluläre 
Anreicherung von Fluorchinolonen durch ein dynamisches Gleichgewicht zwischen dem 
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Influx, der intrazellulären Bindung an bisher nicht definierte Bestandteile und dem Efflux 
bestimmt wird, wobei die einzelnen Faktoren zwischen den unterschiedlichen 
Fluorchinolonen variieren können45. Die schnelle Aufnahme von LVX wird nach 
Literaturangaben aktiv sowohl durch die Proteinkinase C (PKC) als auch die Mitogen-
aktivierte Proteinkinase (MAPK) ermöglicht34, 38. Für andere Zelltypen (Caco-2 Zellen) 
wurden zusätzlich bereits aktive Transporter (OATP1A2) für den Influx von LVX 
beschrieben182. Vazifeh50 diskutiert hingegen das Auftreten einer passiven Aufnahme und 
Anreicherung von LVX in PMN, wobei die extrazellulären Ca2+- und Mg2+-Ionen einen 
konzentrationsabhängigen Einfluss auf die Aufnahme von LVX in PMN haben sollen, da 
das Zwitterion LVX für den Eintritt in das Zellzytosol Kationenkänale benutze und durch 
die Kationen komplexiert würde, was wiederum zu einer gesenkten freien Diffusion von 
LVX führe. Änderungen in der strukturellen Konformation von LVX und in der Lipophilie 
der Zellmembranen können darüber hinaus ebenfalls zur passiven Anreicherung von LVX 
in PMN beitragen50. Der Efflux von Fluorchinolonen erfolgt schnell innerhalb weniger 
Minuten34, 38. Der aktive Efflux von LVX aus den PMN wird über ATP-Bindungskaskade 
(ABC)-Transporter wie das P-Glykoprotein oder das „Multiple Resistance Protein“ (MRP) 
vermittelt45, 179. Darüber hinaus werden Unterschiede in der zellulären Aufnahme 
verschiedener Fluorchinolone durch diverse Transportgleichgewichte bedingt, welche u.a. 
von den Substituenten in den Molekülstrukturen der Fluorchinolone183, 184 und den 
spezifischen Zelltypen34, 38 abhängig sind. Nach 30 min kam es zu einer Gleichgewichts-
einstellung zwischen dem In- und Efflux von LVX, was sich in der Ausbildung von „Steady 
State“ – Konzentrationen widerspiegelte. 
 
Betrachtungen der zellassoziierten CLVX in PMN zeigten, dass für relevante Keime die 
Mindestinhibierungskonzentrationen (MIC90) überschritten sind: 1,0 mg/L für 
Streptococcus pneumoniae, 2,0 mg/L für Streptococcus bovis, 0,5 mg/L für Streptococcus 
pyogenes und Staphylococcus aureus sowie die MIC50 von 1,0 mg/L für Enterococcus 
faecalis185. Unter Berücksichtigung dieser Ergebnisse kann eine hohe Effektivität in der 
antibakteriellen Therapie dieser Keime mit LVX erwartet werden, insbesondere wenn die 
Keime durch die PMN phagozytiert und die PMN durch die Aufnahme von LVX nicht in ih- 
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ren Aufgaben beeinträchtigt werden. 
 
Während die Untersuchungen zur zellulären Aufnahme von LVX eine deutliche 
Akkumulation von LVX in PMN zeigten, lagen die Czellassoziiert/Cextrazellulär – Verhältnisse von 
DPT für die eingesetzten, therapeutisch relevanten Konzentrationen in einem Bereich von 
0,55 bis 1,10. Van der Auwera40 bestimmte mittels eines mikrobiologischen Assays 
intrazelluläre Konzentrationen an DPT in polymorphkernigen Leukozyten, die 60 % der 
extrazellulären Konzentrationen entsprachen. Diese Werte sind vergleichbar mit den in 
unseren Untersuchungen gefunden zellassoziierten Konzentrationen von 55 % bis 110 % 
des extrazellulären Konzentrationsniveaus. 
 
Der jetzige Wissensstand in der internationalen Fachliteratur124, 186-190 beschreibt den 
Wirkmechanismus von DPT in Gram-positiven Bakterien wie folgt: In Anwesenheit von 
Ca2+-Ionen erfolgt, unter Konformationsänderung der DPT-Moleküle, ein Eindringen von 
DPT in und eine irreversible Bindung an die Zellmembran der Bakterien. Anschließend 
kommt es nach der Oligomerisierung der DPT-Moleküle zur Ausbildung von Poren oder 
Ionenkanälen, durch die ein Efflux von Kalium-Ionen (K+) aus der Bakterienzelle erfolgt. 
Dieser Verlust an K+-Ionen führt zur Depolarisation der Bakterienmembran und zum 
Zusammenbruch des Membranpotentials, in dessen Folge es zum bakteriellen Zelltod 
kommt (Abb. 26).  
 
 
Abb. 26: Wirkmechanismus von DPT in Gram-positiven Bakterien
124, 186-190
. 
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Allerdings ist bislang nicht vollständig geklärt, ob und in welchem Ausmaß DPT in PMN 
eindringen kann40, 191. Die in den durchgeführten Untersuchungen erzielten Ergebnisse 
belegen, dass unter den Testbedingungen im Beobachtungszeitraum keine intrazelluläre 
Anreicherung von DPT in PMN stattfindet. Dies kann auch damit in Zusammenhang 
stehen, dass eine mögliche DPT-Aufnahme in PMN zusätzlich durch die hohe Bindung 
von DPT an Plasmaproteine (90 – 94 %)121 erschwert wird. Jedoch zeigten Betrachtungen 
der zellassoziierten CDPT in PMN (20 – 33 mg/L für 0,5x Cmax, 38 – 50 mg/L (Cmax),        
66 – 89 mg/L (2x Cmax)), dass für relevante Keime die Mindestinhibierungskonzentrationen 
(MIC90) deutlich überschritten sind: 0,13 mg/L für MRSA, 1,0 mg/L für vancomycin-
resistente Staphylococcus aureus, 0,25 mg/L für methicillin-resistene Staphylococcus 
epidermidis, 0,25 mg/L für Streptococcus pneumoniae, 0,06 mg/L für Streptococcus 
pyogenes, 4,0 mg/L für Enterococcus faecium und 2,0 mg/L für Enterococcus faecalis121, 
192. Die MIC90-Werte von DPT liegen unterhalb derer von Vancomycin und LNZ, zwei 
Antibiotika, die in der Behandlung von Infektionen mit vergleichbaren Keimen eingesetzt 
werden192 (Tab. 13), was eine höhere Effektivität durch DPT in der antibakteriellen 
Therapie dieser Keime erwarten lässt insbesondere wenn die Keime durch die PMN 
phagozytiert und die PMN durch die Aufnahme von DPT nicht in ihren Aufgaben 
(Chemotaxis, Phagozytose) beeinträchtigt werden. 
 
 
MIC90 [mg/L] 
Bakterium DPT Vancomycin LNZ 
        
methicillin-resistente Staphylococcus aureus 0,13   1 4 
methicillin-resistene Staphylococcus epidermidis 0,25   1 4 
Enterococcus faecium       4 64 4 
Enterococcus faecalis      2 64 4 
        
 
   Tab. 13:  Gegenüberstellung der Mindestinhibierungskonzentrationen (MIC90) für DPT,  
  Vancomycin und LNZ hinsichtlich vier relevanter Bakterienarten
121, 192
. 
 
Für CLI konnte keine zellassoziierte Aufnahme nachgewiesen werden, was zunächst im 
Gegensatz zu anderen Befunden160, 164 zu stehen scheint. Berücksichtigt man jedoch, 
dass bei den eingesetzten, therapeutisch relevanten Konzentrationen (1,75 - 7,00 mg/L) 
und einer Plasmaproteinbindung von ~94 %63 die freien Konzentrationen 0,11 – 0,42 mg/L 
betragen, erklärt sich, dass eine zellassoziierte Aufnahme von CLI mittels der 
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eingesetzten Bestimmungsmethode LC-UV (untere Erfassungsgrenze: 0,5 mg/L) nicht 
mehr ermittelbar war. Wäre es zu einer (deutlichen) zellulären Anreicherung von CLI in 
PMN gekommen, wären zellassoziierte Konzentrationen an CLI wohl messbar gewesen. 
 
Um den Einfluss von Antibiotika auf das Migrationsverhalten von PMN zu untersuchen, 
wurden von LVX, DPT und CLI erhöhte Konzentrationen im supratherapeutischen Bereich 
(2x Cmax) eingesetzt. Bei den Untersuchungen überraschte, dass sowohl LVX als auch 
CLI zu einer nach einstündiger PMN-Inkubation signifikant gesteigerten und alle drei 
Antibiotika zu einer nach 5 h deutlich reduzierten Wanderungsrate der PMN in Richtung 
einer ZAS-haltigen Quelle führten, während das Migrationsverhalten in Richtung einer 
fMLP-haltigen Quelle nicht signifikant beeinflusst wurde. In der Literatur gibt es Hinweise, 
dass die Aktivierung von PMN sowohl durch fMLP als auch durch ZAS mit einem 
schnellen Efflux von Ca2+-Ionen aus dem Zytosol verbunden und somit das exogene Ca2+ 
für die maximale PMN-Wanderung entlang des Konzentrationsgradienten in einer 
Boyden-Kammer erforderlich ist193-197. Da der Rückstrom von extrazellulären Ca2+-Ionen 
aber in mit ZAS aktivierte PMN im Vergleich zu fMLP-aktivierten Neutrophilen 
verlangsamt ist198, scheint sich ZAS initial deutlicher auf das Migrationsverhalten von PMN 
unter Antibiotika-Einfluss auszuwirken. Darüber hinaus ist in der Literatur beschrieben, 
dass die beiden Chemoattraktantien zusätzliche Aktivierungsmechanismen der 
Chemotaxis von Neutrophilen besitzen199, 200, auf die für fMLP im Folgenden noch näher 
eingegangen wird. Im Fall von ZAS wird eine Beteiligung des Toll-like Rezeptor 2 (TLR2) 
in der Aktivierung des Immunabwehrprozesses diskutiert201-203. Azuma et al.24 fanden für 
Makrophagen von Ratten ebenfalls ein reduziertes Wanderungsverhalten in Richtung 
einer ZAS-haltigen Quelle, nachdem die Makrophagen mit LVX inkubiert wurden. Dabei 
ist zu bedenken, dass eine deutlich reduzierte Chemotaxis eine Beeinträchtigung der 
Abwehrleistung des Immunsystems gegenüber mikrobiellen Eindringlingen bedeuten 
kann24. 
 
Die Phagozytose von Erregern und Fremdstoffen sowie deren anschließende Freisetzung 
gegenüber anionischer und radikaler Sauerstoffspezies („Oxidative Burst“) gehören zu 
den Hauptmechanismen, mit denen die PMN den menschlichen Körper vor mikrobiellen 
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Eindringlingen schützen3, 156, 204. Zu diesen durch die Aktivierung der NADPH-Oxidase 
gebildeten Sauerstoffspezien zählen Superoxid-Anionen (O2
-), Hydroxylradikale (OH•), 
Singlett-Sauerstoff (1O2) und Wasserstoffperoxid (H2O2), durch deren Freisetzung 
Phagozyten andere Organismen und Tumorzellen abtöten, aber auch schädigende 
Effekte auf den inflammatorischen Prozess hervorrufen können204-207. Der NADPH-
Oxidase-Komplex ist ein Multiproteinsystem, das in den Zellen vorhanden ist, aber erst 
durch die Phagozytose von Fremdstoffen und Erregen aktiviert wird3, 204. Neben den 
Sauerstoffspezien werden über die Stickstoffmonoxid-Synthase (NOS II) auch reaktive 
Stickstoffverbindungen wie das NO• gebildet8, 208. Eine Kombination der beiden aktiven 
Verbindungsklassen ergibt ein ausgeprägtes Abtötungspotential gegenüber Erregern und 
Fremdstoffen7.  
 
Die Phagozytose von FITC-E.coli durch PMN wurde unter dem Einfluss von LVX, DPT 
und CLI signifikant um bis zu -70 % reduziert. Das bedeutet, dass die mit den drei 
Antibiotika inkubierten PMN im Vergleich zu arzneistofffreien Kontrollen weniger FITC-
E.coli je Zeiteinheit aufgenommen haben. Dabei erniedrigte sich das 
Phagozytosepotenzial der PMN innerhalb der ersten zwei Stunden signifikant, wobei 
keine Abhängigkeit gegenüber den eingesetzten Antibiotika-Konzentrationen festgestellt 
werden konnte. Da nach drei Stunden die Anzahl der inkorporierten FITC-E.coli je PMN 
wieder zunahm, ist von einer partiellen Erholung der Phagozytoseaktivität der PMN 
auszugehen. Es muss weiter berücksichtigt werden, dass durch eine bedingt 
stattgefundene zellassoziierte Aufnahme der Arzneistoffe und eine damit einhergehende 
Erschöpfung des Intrazellularvolumens der PMN die Möglichkeit, weitere Fremdstoffe 
(z.B. FITC-E.coli) aufzunehmen, erniedrigt sein kann und erst nach dem „Verdau“ und 
Efflux der bereits aufgenommenen Fremdstoffe eine weitere, gesteigerte Aufnahme 
möglich ist. Azuma et al.25 spekulierten außerdem, dass die Verminderung der 
Phagozytoseaktivität durch Fluorchinolone aufgrund einer unterdrückten Expression von 
Fc-Rezeptoren und/oder einer teilweisen Aktivierung der GTPasen der Rho-Gruppe in 
Makrophagen induziert werden kann. Generell weisen die Antibiotika LVX, DPT und CLI 
einen inhibitorischen Effekt auf das Phagozytosepotenzial von PMN gegenüber FITC-
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E.coli auf, was alleine betrachtet, für die Therapie von E.coli durch diese drei Antibiotika 
nicht förderlich sein dürfte. Unter Berücksichtigung dieser Daten erscheint es als 
angemessen, in weiterführenden Untersuchungen die Zeitabhängigkeit der Phagozytose 
von FITC-E.coli durch PMN für Inkubationszeiten mit den Antibiotika von t > 3 h zu 
bestimmen, um eine Aussage darüber zu ermöglichen, ob eine Verminderung der 
Phagozytoserate nur initial bedingt (t ≤ 3 h) oder von grundsätzlicher Natur ist. Darüber 
hinaus wäre es sicherlich auch interessant die Phagozytoseraten der oben genannten 
Keime, gegen die die untersuchten Antibiotika hauptsächlich klinisch eingesetzt werden, 
durch PMN zu ermitteln. 
 
Da die Bildung und Freisetzung von anionischen, radikalen Sauerstoffspezies an die 
Aktivierung der NADPH-Oxidase gekoppelt ist204, 207, wurden die Auswirkungen von LVX, 
DPT und CLI auf den „Oxidative Burst“ der PMN untersucht, indem die PMN mit drei 
unterschiedlichen Stimulantien inkubiert wurden: E.coli als phagozytierbare Partikel, das 
chemotaktische Peptid fMLP als schwaches und der Proteinkinase C Ligand PMA als 
starkes Stimulans156. Während der „Oxidative Burst“ durch die PMN nach Stimulation mit 
E.coli oder fMLP keine signifikante Beeinflussung durch die drei Antibiotika aufwies, 
resultierte für PMA eine Unterdrückung des „Oxidative Bursts“ von bis zu -40 % für DPT-
inkubierte PMN. Unterschiede in der Produktion reaktiver Sauerstoffspezien sind dabei 
auch auf die verschiedenen Stimulationsmechanismen von E.coli, fMLP und PMA 
zurückzuführen209. So wird der oxidative Zellmetabolismus entweder über eine direkte 
(PMA) oder indirekte (über die Regulationswege der Phospholipasen A2 bzw. C; fMLP) 
Stimulierung der NADPH-Oxidase beeinflusst. Da darüber hinaus PMA ein PKC-Aktivator 
ist, besteht die Möglichkeit, dass das Hochregulieren eines zelleinwärts gerichteten 
Transportsystems, wie es für Ciprofloxacin und PMN diskutiert wird, einen 
entscheidenden Einfluss auf die Verminderung des oxidative Burst besitzt36. Zusätzlich 
kann fMLP neutrophile Granulozyten stimulieren, indem es an selektive 
Membranrezeptoren (Formylpeptid-Rezeptor FPR, Formylpeptid-Rezeptor-like 1 FPRL1) 
der PMN bindet199, 210. Im Gegensatz dazu ist die Stimulation mit E.coli ein Phagozytose-
abhängiger Aktivierungsschritt156, 199, 211. Das bedeutet, dass erst nach Inkorporation der 
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E.coli in die PMN eine Aktivierung der NADPH-Oxidase stattfindet, während für fMLP und 
PMA bereits eine Stimulation der PMN-Membran für die Aktivierung der NADPH-Oxidase 
und somit für die Bildung von anionischen, radikalen Sauerstoffspezien ausreichend ist204. 
Es wird in der internationalen Fachliteratur auch diskutiert, dass intakte Neutrophile nach 
Stimulation durch phagozytierbare Partikel, fMLP oder PMA einer Veränderung in der 
Ausbildung und Reorganisation von intrazellulären Zellkompartimenten unterliegen8, 212-214. 
Der Einfluss dieser Veränderungen auf die Aktivierung der NADPH-Oxidase in den 
Phagozyten und somit auf die Bildung und Freisetzung von anionischen und radikalischen 
Sauerstoffspezien ist jedoch noch unklar8. Für CLI-inkubierte PMN resultierte darüber 
hinaus eine konzentrationsabhängige, signifikante Steigerung des „Oxidative Bursts“ nach 
2 h und eine spätere Suppression nach 3 h. Zhao156 diskutierte, dass bestimmte 
Arzneistoffe wie das Anästhetikum Propofol, speziell wenn sie mit langkettigen 
Triglyzeriden versetzt sind, die Membranaktivität der NADPH-Oxidase beeinflussen, was 
wiederum eine verzögerte Bildung von NADPH-Oxidase und somit die spätere 
Suppression der Freisetzung radikaler Sauerstoffspezies zur Folge haben kann. Es bliebe 
zu prüfen, inwieweit eine derartige Beeinflussung durch CLI ebenfalls hervorgerufen wird. 
 
In weiteren Untersuchungen konnte interessanter Weise gezeigt werden, dass LVX, DPT 
und CLI in vitro die Freisetzung von Zytokinen wie IL-1ß und IL-8 beeinflussten. Darüber 
hinaus ergaben sich Beeinträchtigungen der IL-6 Freisetzungen durch LVX und DPT, 
während die Sekretionen anderer Interleukine wie IL-2, IL-10, IL-12 p70 und TNF-α nicht 
beeinträchtigt wurden. Pro-inflammatorische Zytokine wie IL-1ß, IL-6, IL-8 und TNF-α 
gelten im menschlichen Körper als wichtige Vermittler in der immunchemischen Abwehr 
von Krankheitserregern und Infektionen. Diese Zytokine sind in der Lage, PMN 
anzulocken, welche wiederum in den Prozess der Phagozytose und der Zerstörung von 
bakteriellen Xenobiotika involviert sind21.  
 
Der Einfluss von Antibiotika auf spezifische Zellfunktionen ist dabei davon abhängig, 
welche Untersuchungsmethoden eingesetzt wurden23, 156. Viele Zytokine werden von mehr 
als einer Zellenart gebildet, aber nicht jede Zelle setzt die gleichen Zytokine frei. Daher ist 
der Effekt von Arzneistoffen (z.B. Fluorchinolonen) auf die Zytokinsekretion nicht 
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einheitlich, sondern variiert in Abhängigkeit vom Zelltyp und den betrachteten Zytokinen23. 
So zeigte LVX eine moderat erniedrigte Sekretion (bis zu -20 %) von IL-1ß, IL-6 und IL-8, 
was prinzipiell durch Arbeiten von Baltch13 und Dalhoff17, 23 mit primär monozytischen 
Zellen belegt werden konnte, in denen Fluorchinolone in vitro und in vivo die Entstehung 
von IL-1ß, IL-6, IL-8 und TNF-α teilweise unterdrückten. Für eine Inhibierung der 
Freisetzung von TNF-α waren jedoch CLVX von ≥ 100 mg/L erforderlich
17, die somit 
deutlich über den eingesetzten CLVX in unseren Untersuchungen lagen, was die fehlende 
Beeinflussung der Sekretion von TNF-α erklären kann. In den Arbeiten von Dalhoff17, 23 
zeigte sich außerdem, dass LVX (C ≥ 10 mg/L) die Sekretion von IL-2 in Monozyten in 
einer konzentrationsabhängigen Weise erhöhte, während durch die humanen PMN keine 
Änderung in der IL-2 Freisetzung festgestellt werden konnte. 
 
Während in den Untersuchungen gezeigt werden konnte, dass DPT eine signifikante, 
konzentrationsabhängige Verminderung (-70 %) in der Freisetzung der Interleukine IL-1ß, 
IL-6 und IL-8 durch isolierte humane PMN hervorrief, postulierten Thallinger et al.215 in 
einer der wenigen Arbeiten zum Einfluss von DPT auf die Zytokinsekretionen, dass DPT 
(C = 40 mg/L) nach vierstündiger Inkubationszeit keinen Einfluss ausübe. Es ist sicherlich 
erforderlich, zwei grundlegende Tatsachen für einen direkten Vergleich zu 
berücksichtigen: Zum einen die Inkubationszeit der Zellen mit DPT (4 h versus 18 h) und 
zum anderen die Art des Inkubationsmediums (Vollblut versus proteinhaltige 
Phosphatpufferlösung). Theoretisch besteht durchaus die Möglichkeit, dass sich der 
Einfluss von DPT auf die Zytokinsekretion aufgrund von zellulären Prozessen (zellulärer 
Stress) in Abhängigkeit von der Inkubationsdauer verändert. Grundsätzlich ist ein 
Vergleich zwischen den einzelnen, in der Literatur beschriebenen Werten aufgrund 
unterschiedlicher Techniken und Parameter (ELISA oder PCR, Blut oder isolierte Zellen, 
PMNs oder Monozyten, experimentelle Bedingungen) schwierig21. Weiterhin bliebe zu 
beachten, dass der Einsatz von Vollblut anstatt von isolierten Blutzellen sicherlich eine 
realistischere Situation widerspiegelt13, 215. Soll jedoch der Einfluss eines Arzneistoffes auf 
einen bestimmten Zelltypen betrachtet werden, so stellt die Variante der isolierten Zellen 
häufig die einzige Möglichkeit der Durchführung dar. 
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Im Fall von CLI-inkubierten PMN und deren konzentrationsabhängige, signifikante 
Stimulation (+70 %) der IL-8 Freisetzung ist eine weitere Besonderheit zu beachten. IL-8 
ist ein endogenes Chemoattraktans, welches in der Lage ist, die Chemotaxis von 
Neutrophilen und Makrophagen zu erhöhen24. Eine gesteigerte Freisetzung von IL-8 nach 
Inkubation der PMN mit CLI kann somit zu einem erhöhten Wanderungsverhalten der 
PMN führen, was in der antibakteriellen Therapie durchaus von Vorteil sein kann. IL-8 
wurde in den durchgeführten Untersuchungen nicht als Chemoattraktans verwendet, so 
dass eine direkte Aussage über das Migrationsverhalten von CLI-inkubierten PMN jedoch 
nicht möglich ist. Dies bliebe in weiteren Untersuchungen zu prüfen. 
 
Viele der lokal freigesetzten Interleukine initiieren eine überschwellende Reaktion des 
Immunsystems, welche bis zu einer Art metabolischer Entgleisung führen kann, da der 
Körper die Kontrolle über seine eigenen inflammatorischen und anti-inflammatorischen 
Regulationsmechanismen verliert215. Wenn die Balance nicht wieder hergestellt werden 
kann, besteht die Möglichkeit, dass entweder ein systematisches Entzündungssyndrom 
oder ein überkompensierendes anti-inflammatorisches Syndrom auftritt. Da 
beispielsweise IL-6 sowohl pro- als auch anti-inflammatorische Eigenschaften besitzt, 
deren Ausmaß vom Stadium der Entzündung abhängig ist, kann der klinische Einfluss 
einer Reduktion von freigesetzten pro-inflammatorischen Zytokinen (IL-1ß, IL-6, TNF-α) 
oder einer gesteigerten Sekretion an anti-inflammatorischen Interleukinen auf 
Proteinebene oder molekularer Ebene sich während eines entzündlichen Geschehens 
ändern215.  
 
Die Beeinflussungen der Chemotaxis, der Phagozytoseaktivität, des „Oxidative Bursts“ 
und der Freisetzung der Zytokine durch die Antibiotika LVX, DPT und CLI zeigen, dass 
die drei Arzneistoffe sowohl in stimulierende als auch beeinträchtigende Interaktionen mit 
den PMN in vitro treten24. In Anbetracht der offensichtlich fehlenden Akkumulation von 
DPT und CLI in PMN, unterstreicht dies die Annahme, dass die Aktivität eines 
Antibiotikums nicht direkt von dessen zellulärer Anreicherung hergeleitet werden kann216, 
217. Jedoch bleibt insgesamt zu berücksichtigen, dass die Untersuchungen mit isolierten 
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Zellen durchgeführt wurden und wie schon Thallinger et al.215 zeigten, ist ein Unterschied 
in den Auswirkungen durch DPT gegenüber Vollblutproben nicht von der Hand zu weisen. 
Es bleibt offen, inwieweit sich die festgestellten Beeinflussungen der Antibiotika in vivo 
bestätigen ließen oder ob der menschliche Körper über Regulationswege verfügt, die die 
beobachteten Einflüsse verstärken, reduzieren oder verhindern können. 
 
5.3 Festphasenmikroextraktion (SPME) von Arzneistoffen 
Nach Literaturangaben hängen die SPME – Ausbeuten der Fasern für Arzneistoffe und 
andere Verbindungen von unterschiedlichen Parametern ab, zu denen unter anderem die 
Extraktionszeiten, die Salzkonzentration, der Agitationsmodus und der pH – Wert der 
Adsorptionslösung zählen98, 110-115. In den durchgeführten Untersuchungen zum 
Extraktionsverhalten different beschichteter Sonden für die SPME von DPT, LNZ, LVX 
und SRL zeigte sich, dass neben den Extraktionszeiten und dem Agitationsmodus 
insbesondere die Wahl der Faserbeschichtungen einen deutlichen Einfluss auf die 
Extraktionsausbeuten aufwies98, 102, 218. 
 
Im Gegensatz zu zahlreichen Publikationen104, 115, 219-222, in denen eine schnelle 
Einstellung des Extraktionsgleichgewichtes innerhalb weniger Minuten postuliert wurde, 
zeigten die Untersuchungen, dass für die SPME von Cmax an DPT und LVX mindestens 
eine Adsorptionszeit von 40 min, in vielen Fällen sogar von mehr als 60 min, erforderlich 
war, bevor die SPME – Fasern in den Extraktionsausbeuten ein Sättigungsverhalten 
aufwiesen. Vergleichbare Ergebnisse wurden in anderen Arbeiten für das Antiepileptikum 
Carbamazepin114 und phenolische Verbindungen223 erzielt. Für die SPME von SRL aus 
Vollblut deuteten sich zur Erreichung eines Extraktionssättigungsverhaltens ebenfalls 
Adsorptionszeiten von über 24 min an. Die Unterschiede in den einzelnen, maximal 
erforderlichen Adsorptionszeiten lassen dabei den Schluss zu, dass die Länge der 
Adsorptionszeit durch zwei grundlegende Parameter mitbestimmt wird: Die Wahl der 
Faserbeschichtung sowie die chemischen Strukturen und Eigenschaften der zu 
extrahierenden Analyten, was im Folgenden noch detaillierter diskutiert wird. Die 
Bestimmung der maximal notwendigen Adsorptionszeiten ist von Bedeutung, da bei 
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einem Nichterreichen des Sättigungszustandes geringe Zeitunterschiede in den 
Adsorptionszeiten einen deutlichen Einfluss auf das Ausmaß und die Reproduzierbarkeit 
der Extraktionsausbeuten besitzen können (Abb. 27). Analog verhielt es sich für die 
Desorptionszeiten, die, wie am Beispiel von DPT gezeigt werden konnte, für das 
Erreichen der maximalen Extraktionsausbeuten an DPT ebenfalls über 45 min betrugen. 
Eine, unter Berücksichtigung der Standardabweichungsbereiche der erzielten 
Extraktionsausbeuten, um 5 % reduzierte kalkulierte Extraktionsausbeute würde immer 
noch Desorptionszeiten von ~30 min erfordern. 
 
 
Abb. 27: Schematische Darstellung der Extraktionsausbeuten (EA) in Abhängig- 
  keit von der Adsorptionszeit (t): Phase I spiegelt den Bereich wieder, in 
  dem Abweichungen von der Adsorptionszeit einen deutlichen Einfluss  
 auf die EA besitzen, in Phase II und III sinkt der Einfluss bis in Phase III  
 geringe Zeitabweichungen keine deutlichen Unterschiede in den EA be- 
 wirken
224
. 
 
Die Extraktionsausbeuten von PPy–beschichteten Fasern für LNZ stiegen in Abhängigkeit 
von der Dicke und Länge der Polymerbeschichtung. Während zwischen der 
Beschichtungslänge und der extrahierten Masse an LNZ ein linearer Zusammenhang 
besteht (R² = 0,942), scheint der Einfluss der Beschichtungsdicke durch gleichzeitige 
Veränderungen in der porösen Mikrostruktur hervorgerufen zu werden98. Eine 
Abhängigkeit der extrahierten Analytmenge von den Beschichtungsdicken der Fasern 
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haben auch Vuckovic et al.114 festgestellt, indem sie Carbamazepin mit vier 
unterschiedlich dicken (15 – 60 µm) und mit C18–beschichteten SPME – Fasern inkubiert 
haben. Theoretisch betrachtet ist das erklärbar, da Vf (Volumen der Faser) als Teil des 
Dividenden (Gleichung 1) eine direkte Proportionalität zur extrahierten Analytmenge (n) 
besitzt. Vuckovic et al.114 fanden darüber hinaus, dass mit zunehmender 
Beschichtungsdicke der Fasern die Zeit zum Erreichen des Extraktionsgleichgewichtes 
zunahm, da die Analyten länger benötigen, um in die dickeren Beschichtungen zu 
diffundieren, was aber für pharmakokinetische Fragestellungen, bei denen eine enge 
zeitliche Auflösung entscheidend ist, hinderlich sein kann. Ein Vorteil von dickeren 
Faserbeschichtungen ist eine verringerte Variabilität in den Extraktionsausbeuten 
zwischen den einzelnen Fasern, was unter anderem durch eine einfachere automatisierte 
Herstellung ermöglicht wird114. 
 
Im Hinblick auf die Anwendung der SPME in der routinemäßigen Analytik wurde die 
Extraktion von LNZ aus Plasma, das unterschiedlich antikoaguliert (Natriumzitrat, 
Heparin, EDTA) war, untersucht, wobei bei einem physiologischen pH – Wert von ~7,4 
keine signifikanten Unterschiede in den Extraktionsausbeuten für LNZ zwischen 
Natriumzitrat und Heparin feststellbar waren98. Für höhere pH – Werte (8,5), wie sie sich 
nach Antikoagulation mit Natriumzitrat ausbilden, deutete sich eine Steigerung der 
extrahierten Masse an LNZ um ~20 % an, wodurch Natriumzitrat-Plasma für die in vitro –
SPME von LNZ vorteilhafter erscheint. Die durch den pH – Wert hervorgerufenen 
Unterschiede in den Extraktionsausbeuten werden unter anderem durch elektrostatische 
Abstoßung zwischen den LNZ – Molekülen und den PPy – Ketten, welche beide bei 
niedrigeren pH – Werten einen protonierten und damit kationischen Ladungszustand 
bevorzugen, bedingt98. Der Einsatz der SPME aus Heparin-antikoaguliertem Plasma kann 
im Vergleich zu Natriumzitrat-Plasma direkt, ohne vorherige Einstellung des pH – Wertes, 
bei einem physiologischen pH –Wert von ~7,4 erfolgen, ohne dass es zu einem 
merkbaren Verlust der Extraktionsausbeute an LNZ kommt. Dieses Ergebnis wird durch 
das Heparin, einem Glykosaminoglykan bestehend aus sulphatisierten Sacchariden, 
welche insgesamt einen anionischen Ladungszustand aufweisen, hervorgerufen. Durch 
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diesen anionischen Ladungszustand kann es zu einer teilweisen Kompensation des 
positiven elektrostatischen Feldes der PPy – Ketten kommen98. Der Einsatz von EDTA-
antikoaguliertem Plasma führte hingegen zur deutlichen Reduktion der Extraktions-
ausbeuten an LNZ gegenüber Natriumzitrat- und Heparin-Plasma. Szultka et al.98 
diskutierten als dafür ursächlich den vierzähnigen Charakter des Tetracarboxylates bei 
pH – Werten von >7, welcher zu einem elektrostatischen Umschließen der 
Ammoniumgruppen sowohl des LNZ als auch der PPy – Ketten führte. Dadurch resultiere 
eine Hinderung in den selektiven Wechselwirkungen zwischen LNZ und PPy und in deren 
Folge eine deutlich verringerte Extraktionsausbeute an LNZ. Im Gegensatz zu den mit 
LNZ erzielten Ergebnissen zeigte sich für SRL eine verbesserte Extraktion aus EDTA-
antikoagulierten Vollblut im Vergleich zu Vollblut, das mit Heparin antikoaguliert war. 
Dieses Ergebnis besitzt eine große Bedeutung, da mit EDTA antikoaguliertes Vollblut für 
das TDM von SRL eingesetzt wird und somit eine Übertragbarkeit der SPME in die 
Routineanalytik erleichtert würde152. Für eine mit EDTA antikoagulierte Blutprobe einer 
Patientin, für die in einer externen Bestimmung eine Konzentration an SRL von 24 μg/L 
ermittelt wurde, konnte insbesondere mit der PPy-beschichteten Faser eine vergleichbare 
Konzentration an SRL (CSRL = 27,7 μg/L) erzielt werden. Dieses Ergebnis unterstreicht 
wiederum die prinzipielle Eignung der SPME für routinemäßige Analysen. Die für PTh- 
und PAN-C18-beschichtete Sonden erzielten Ergebnisse lagen deutlich unterhalb der 
extern bestimmten Konzentration an SRL und wichen somit auch von dem mit der PPy-
beschichteten Faser ermittelten Ergebnis ab, was sich aber bereits in den Studien zur 
Adsorptionskinetik von SRL aus Vollblut andeutete (Abb. 14), bei der deutliche 
Unterschiede zwischen den Extraktionsausbeuten der einzelnen Faserbeschichtungen 
feststellbar waren. 
 
Der Extraktion von SRL mittels HLM – Modell, das ansatzweise eine in vivo – SPME 
(physiologische Fließgeschwindigkeit des Blutes) simuliert, konnte gezeigt werden, dass 
die extrahierten Konzentrationen an SRL für PPy-beschichtete SPME – Fasern in einem 
Bereich liegen, der durch publizierte Arbeiten von Yanez et al.150 und Yatscoff et al.151 
umschrieben wird (Abb. 28). Die Differenzen in den theoretisch freien SRL-
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Konzentrationen zwischen diesen beiden Publikationen begründen sich in leichten 
Schwankungen der PPB von SRL, die beide Arbeiten aber mit >90 % angeben. Auch für 
zuvor unbenutzte PTh-beschichtete Fasern ergaben sich zu Yatscoff et al.151 
vergleichbare Größenordnungen für die freien Konzentrationen an SRL. Diese Ergebnisse 
implizieren, dass trotz des sehr geringen freien Anteils an SRL im Vollblut (0,18 %)151 
unter Verwendung der PPy – Fasern hohe Extraktionsausbeuten (80 – 114 %) an SRL 
erzielt werden konnten. 
 
 
 Abb. 28: Gegenüberstellung der mittels PTh- und PPy-beschichteten SPME – Fasern  
  extrahierten freien CSRL und Vergleich mit den theoretisch freien CSRL
150, 151
. 
 
Auch für die SPME von LNZ und DPT zeigte sich, dass PPy-beschichtete Sonden denen 
mit einer Beschichtung aus PTh überlegen waren. Während für LNZ und SRL unter 
Verwendung beider SPME – Fasertypen lineare Zusammenhänge zwischen den 
eingesetzten und extrahierten Konzentrationen bestanden, zeigte sich für DPT mittels 
PPy-beschichteten Sonden ein degressiv ansteigendes Extraktionsverhalten in 
Abhängigkeit von der Konzentration an DPT (Abb. 19). Szultka et al.98 diskutierten als 
ursächlich das Auftreten einer Extraktionssättigung für Konzentrationen im höheren 
therapeutischen Bereich (CDPT > 20 mg/L). Die mittels HLM durchgeführten 
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Untersuchungen zeigen die Anwendbarkeit der SPME für LNZ, DPT und SRL teilweise bis 
in den therapeutischen Bereich, wobei aber Unterschiede aufgrund der eingesetzten 
Polymerbeschichtungen der Fasern auftraten98, 102. Wie aus Abbildung 28 ebenfalls 
ersichtlich ist, treten teilweise deutliche Unterschiede zwischen zuvor unbenutzten und 
bereits benutzten SPME – Fasern für die Extraktion aus Vollblut auf. Diese Beobachtung 
steht im Widerspruch zu den aus Plasmen erzielten Ergebnissen, für die die einzelnen 
Fasern mehrfach ohne deutlichen Leistungsverlust verwendet werden konnten, was auch 
in Arbeiten anderer Arbeitsgruppen gezeigt werden konnte96, 100, 101, 218, 225, 226. 
 
Unterschiede in den Extraktionsausbeuten für die einzelnen Analyten werden 
grundsätzlich auch durch die Interaktionsfähigkeit der Analyten mit den 
Polymerbeschichtungen hervorgerufen, wobei unter anderem π-π-Wechselwirkungen, 
Wasserstoffbrückenbindungen und sterische Effekte die Extraktionsausbeuten 
beeinflussen98, 119, 227. Während LNZ durch die freien Elektronenpaare am Stickstoff und 
Sauerstoff fast durchkonjugiert ist98, besitzt LVX mit seiner sauren Carboxylgruppe und 
den basischen Stickstoff am Piperazinring219, 228 eher die Tendenz zur Protonierung oder 
Ausbildung von Wasserstoffbrückenbindungen. Letzteres sowie π-π-Wechselwirkungen 
können insbesondere für die Extraktionsausbeuten zwischen LVX und der PEDOT-
Beschichtung229 ursächlich sein. Dem gegenüber scheinen die Wechselwirkungen von 
DPT mit den einzelnen Faserbeschichtungen aufgrund der Molekülgröße des DPT 
hauptsächlich auf permanente und induzierte Dipole sowie Dispersionskräfte zu 
beruhen98. Mit berücksichtigt werden müssen auch die unterschiedlichen PPB der 
einzelnen Arzneistoffe und die Bindungsstärken zwischen den Analyten und den 
Proteinen in biologischen Matrizes, da es bei schwachen Arzneistoff-Protein-Bindungen 
zu Verschiebungen der Gleichgewichte in Richtung einer erhöhten Adsorption an die 
SPME – Faser kommen könnte, wodurch eine Anreicherung des Analyten an der 
Polymerbeschichtung resultieren würde98. Während PEDOT bevorzugt π-π-
Wechselwirkungen ausbildet229, neigen PAN-C18-Beschichtungen aufgrund der stark 
polaren Nitrilgruppen zur Ausbildung von Wasserstoffbrückenbindungen in wässrigen 
Matrizes oder mit entsprechenden Analyten230. Boyaci et al.231 diskutierten, dass eine 
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C18-Beschichtung insbesondere für die neutralen Formen der Analyte hohe 
Extraktionsausbeuten erzielte. Sauren Analyten wurden durch Protonierungen in eine 
neutrale Form gebracht, wodurch höhere Extraktionsausbeuten mittels C18-beschichteten 
Fasern erzielt werden konnten. Untersuchungen zum Einsatz different beschichteter 
SPME – Fasern für die Extraktion unterschiedlicher Analyten wurden auch von Boyaci et 
al.231, Garcia-Esteban et al.232 und Lorenzo233 durchgeführt. Dabei zeigte sich auch, dass 
gleiche Polaritäten zwischen den Faserbeschichtungen und den zu extrahierenden 
Analyten zu gesteigerten Extraktionsausbeuten führten232. 
 
Am Beispiel der SPME von SRL mittels PTh-beschichteten Fasern zeigte sich, dass 
deutliche Unterschiede in den Bewegungsmodi (schütteln, rühren, fließend) einen Einfluss 
auf die Extraktionsausbeuten der Fasern haben können. Im Gegensatz dazu resultierten 
aus Variationen in den Geschwindigkeiten eines Modus keine deutlichen Veränderungen 
in den Extraktionsausbeuten von PPy- und PTh-beschichteten Fasern für LNZ und DPT, 
was unter Verwendung des HLM-Modells verifiziert werden konnte98, 102. Die Ergebnisse 
sind vergleichbar zu bereits publizierten Arbeiten103, 107, 223, 234, in denen ebenfalls keine 
oder nur eine geringe Abhängigkeit der Extraktionsausbeuten von der 
Bewegungsgeschwindigkeit festgestellt werden konnte. Dieser Fakt ist deshalb von 
großer Bedeutung, da der Blutfluss in den einzelnen Gefäßregionen des menschlichen 
Körpers durchaus variieren kann98 und es somit bei einer bestehenden Flussabhängigkeit 
zu abweichenden Extraktionsausbeuten kommen würde. 
 
Der Zusatz eines neutralen Salzes wie Natriumchlorid führte nur zu einer sehr geringen 
Beeinflussung der Extraktionsausbeute, welche wohl hauptsächlich durch leichte 
Änderungen des Verteilungskoeffizienten zwischen der festen und der flüssigen Phase 
hervorgerufen wurde. Dieses Ergebnis war durchaus zu erwarten, da es keine 
ausgeprägten Wechselwirkungen der Natrium- und Chloridionen mit LNZ und PPy gibt, 
die den Adsorptionsmechanismus beeinflussen könnten98. Ein Zusatz von Salz ist jedoch 
dann angezeigt, wenn es sich um polare oder flüchtige Verbindungen handelt, 
insbesondere in der Spurenanalytik, da durch den Salzzusatz die Extraktionsfähigkeit der 
Verbindungen erhöht werden kann111. So konnten Du et al.223 für die „headspace“ – SPME 
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mehrerer phenolischer Verbindungen zeigen, dass mit steigendem Natriumchloridgehalt 
ein deutlicher Anstieg in den erzielten Extraktionsausbeuten resultierte. Dieser Anstieg 
wurde primär durch Änderungen in der Ionenstärke der wässrigen Lösungen (pH –Wert 2) 
hervorgerufen, welche zu veränderten Löslichkeiten der organischen Verbindungen in 
Wasser führte223. 
 
Die Art und das Ausmaß der Arzneistoff-Protein-Bindung beeinflusst die Verteilung, den 
Metabolismus, die Ausscheidung und Bioverfügbarkeit des Arzneistoffes im menschlichen 
Körper62, 64-66, 69. Die mittels SPME extrahierte Analytmenge ist direkt proportional zur 
ungebundenen und pharmakologisch wirksamen Arzneistoffkonzentration, da nur der freie 
Arzneistoffanteil für die Extraktion zur Verfügung steht60, 235. Im Gegensatz dazu liefern 
traditionelle bioanalytische Methoden wie die SPE, LLE oder Plasmaproteinfällung mit 
organischen Solventien (Acetonitril, Methanol), welche einen Schritt zur Zerstörung der 
Arzneistoff-Protein-Bindung enthalten, Ergebnisse, die der totalen Arzneistoff-
konzentration in der Probe entsprechen. Damit ermöglichen diese traditionellen Methoden 
eine Information bezüglich der Dosis und einer potentiellen Toxizität des Arzneistoffes235. 
Sicherlich ist es möglich, bei einer bekannten PPB den Anteil der ungebundenen 
Arzneistofffraktion aus der totalen Arzneistoffkonzentration zu berechnen, allerdings 
werden dann variierende Proteinkonzentrationen infolge von Erkrankungen, kompetitiven 
Interaktionen zwischen mehreren Arzneistoffen und den Proteinen sowie interindividuelle 
Schwankungen der PPB nicht berücksichtigt86-90, 235. Dieses Problem kann durch eine 
zweite Analyse zur Bestimmung der ungebundenen Arzneistofffraktion mittels 
Mikrodialyse oder UF gelöst werden, jedoch vermeidet die SPME diese Problematik 
insbesondere für hochgebundene Arzneistoffe mit einer PPB > 80 %235. 
 
Die Anwendbarkeit der SPME für die indirekte Bestimmung von PPB zeigten auch die 
eigenen Untersuchungen218, bei denen für unterschiedliche Konzentrationen an DPT die 
PPB ermittelt wurden. Ein Vergleich mit PPB – Werten für DPT, die mittels UF erzielt 
beziehungsweise in der internationalen Fachliteratur121 bereits publiziert wurden, zeigte, 
dass für die SPME die ermittelten PPB geringfügig erniedrigt und die mittels UF erzielten 
PPB etwas zu hoch scheinen218 (Abb. 29). Es bleibt aber anzumerken, dass die in der 
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Literatur121 verwendeten Daten ebenfalls auf experimentelle Studien beruhen und der 
Einsatz von aus Vollblut gewonnenem Heparin-Plasma interindividuelle und 
tagesabhängige Streuungen in den PPB hervorrufen kann. Weiterhin ist aus Abbildung 29 
erkennbar, dass, trotz unterschiedlicher Extraktionsleistungen der mit PPy-, PTh- und 
PAN-C18-beschichteten Fasern für DPT, keine signifikanten Unterschiede in den 
kalkulierten PPB für DPT auftraten.  
 
 
Abb. 29: Vergleich der erzielten PPB für 0,5x Cmax, Cmax und 2x Cmax an  
 DPT aus heparinisiertem Plasma, die durch die SPME mit drei 
 differenten Fasern (PPy, PTh, PAN-C18) und mit UF erzielt wur- 
 den, mit Literaturdaten
121
. 
 
Interessanter Weise konnte für die Bestimmung der PPB von DPT festgestellt werden, 
dass sich Variationen in den Proteingehalten der Adsorptionslösungen auf die SPME 
stärker als auf die UF auswirkten. So führte eine schrittweise Erhöhung des 
Proteingehaltes um jeweils +5 % von zunächst 10 % auf final 20 % Proteingehalt der 
Lösungen zur Abnahme der Extraktionsausbeute um jeweils -19 % für die SPME und        
-3 % für die UF. Dabei stiegen die kalkulierten PPB durch die SPME – Methode          
(+ 6–10 %) deutlich nach Erhöhung des Proteinanteils in den Adsorptionslösungen, 
während die durch die UF bestimmten PPB nur um 4 % anstiegen (Tab. 9 und 12). Dieses 
Ergebnis kann unter anderem durch die Nachteile der UF gegenüber hoch 
proteingebundenen und lipophilen Verbindungen hervorgerufen werden236, 237, zwei 
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Eigenschaften, die auf das Lipopeptid DPT zutreffen. Für hoch proteingebundene 
Substanzen sind häufig mittels UF kaum freie Arzneistoffkonzentrationen bestimmbar, 
wodurch überhöhte PPB berechnet werden236, 237. Ein Unterschied in den Einzelwerten 
der PPB von DPT zwischen SPME und UF zeigte, dass bei gleicher Konzentration und 
gleichem Proteingehalt die UF deutlich höhere PPB – Werte lieferte (Abb. 22 und 24). 
 
Es muss an dieser Stelle aber auch darauf hingewiesen werden, dass die Bestimmung 
der PPB mittels SPME für LVX, nach Literaturangaben131-133 ein Fluorchinolon mit einer 
PPB von 24 – 38 %, in Abhängigkeit vom eingesetzten Beschichtungsmaterial der 
SPME – Fasern zu deutlich erhöhten Werten führte (Abb. 30). Auch die mittels UF 
erzielten PPB für LVX lagen mit 44 – 50 % oberhalb des in der Literatur beschriebenen 
Wertebereiches. Ursächlich dafür könnte der pH – Wert der Lösung sein, da das humane 
Serumalbumin einer Konformationsänderung in Abhängigkeit des pH – Wertes unterliegt 
und somit gegebenenfalls Änderungen in der Bindungsfähigkeit zum LVX (pKS = 6,05), 
das aufgrund seiner sauren Carboxylgruppe und dem basischen Stickstoff am 
Piperazinring einen zwitterionischen Charakter beim physiologischen pH – Wert von ~7,4 
aufweist, resultieren219, 228. Montesdeoca Esponda et al.219 konnten zeigen, dass die 
Extraktionsfähigkeit von LVX mit SPME – Fasern beim pH – Wert von ~7 am 
effizientesten war. Die für die Berechnung der mittels SPME bestimmten PPB eingesetzte 
PBS –Lösung besaß jedoch einen pH – Wert von ~8,2 – 8,4, während heparinisertes 
Plasma einen pH –Wert von ~7,4 aufwies. Infolge des Unterschiedes im pH – Wert 
zwischen den beiden relevanten Adsorptionslösungen können vielleicht veränderte 
ionische Formen der LVX – Moleküle resultieren. Wenn Substanzen in ionischer Form 
vorliegen, kann die Verteilung des Analyten zwischen der entsprechenden 
Adsorptionslösung und der SPME – Faser unvollständig sein219. Abdel-Rehim et al.238 
konnten für verschiedene Lokalanästhetika zeigen, dass mit steigendem pH – Wert die 
PPB ebenfalls anstieg und führten dieses Ergebnis auf einen Wechsel von der geladenen 
zur ungeladenen Substanzform zurück. Durch diesen Ladungswechsel lagen die 
eingesetzten Lokalanästhetika bei höheren pH – Werten in einer ungeladenen Form vor, 
wodurch sie hydrophobe Wechselwirkungen zu den Proteinen eingingen, die zu einer 
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Erhöhung der PPB der Arzneistoffe führten. Musteata et al.239 zeigten ebenfalls, dass bei 
einem Anstieg des pH – Wertes von 7,4 auf 8,4 für basische Arzneistoffe wie Propranolol 
(pKS = 9,1) der Ionisierungsgrad deutlich zunahm, während für saure Verbindungen wie 
Ibuprofen (pKS = 4,4) der Grad der Ionisierung gleich blieb. Der Unterschied im pH – Wert 
zwischen PBS und heparinisiertem Plasma könnte daher durchaus für die zu hohen PPB 
von LVX, welche mittels SPME bestimmt wurden, mitverantwortlich sein. 
 
 
Abb. 30: Vergleich der erzielten PPB für 0,5x Cmax, Cmax und 2x Cmax an  
 LVX aus heparinisiertem Plasma, die durch die SPME mit drei 
 differenten Fasern (PPy, PEDOT, PAN-C18) und mit UF erzielt  
 wurden, mit Literaturdaten
131-133
. 
 
Während in unseren eigenen Untersuchungen Unterschiede zwischen den mit SPME und 
UF erzielten PPB für DPT und LVX bestanden, konnten andere Arbeitsgruppen240-243 
aufzeigen, dass die SPME anderen Probenvorbereitungstechniken wie der Mikrodialyse 
gleichwertig beziehungsweise überlegen ist. Als Vorteile der SPME gegenüber der 
Mikrodialyse beschrieben Cudjoe et al.240 und Zhou et al.243 dabei die verbesserte 
Empfindlichkeit, Präzision und Wiederholbarkeit der Messungen sowie der deutlich 
erweiterte Analytbereich der SPME. So zeigten Cudjoe et al.240, dass für das Monitoring 
von Neurotransmittern der Einsatz der SPME gegenüber der Mikrodialyse zum Nachweis 
von doppelt so vielen Neurotransmitter – Verbindungen führte. Der wohl entscheidende 
Unterschied zwischen der SPME und der Mikrodialyse liegt aber in der Nachweisbarkeit 
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von Verbindungen mit einem stark hydrophoben Charakter und/oder hohen 
Proteinbindungen, welche mit der Mikrodialyse aufgrund von Anhaftungen an das 
erforderliche Probenentnahmezubehör und einer damit einhergehenden (starken) 
Beeinflussung der Nachweisempfindlichkeit nur schwer oder überhaupt nicht möglich 
ist235, 244. Tremblay et al.245 haben sowohl die UF als auch die SPME zur Bestimmung von 
Blut-Gewebe-Verteilungskoeffizienten differenter, schwer flüchtiger Verbindungen wie 
Herbizide, Insektizide und Fungizide eingesetzt, wobei sie die UF für hydrophile 
Substanzen (log Kow < 0,11) und die SPME für mehr lipophile Verbindungen (log 
Kow > 1,7) eingesetzt haben. Diese Einsatzmöglichkeit der SPME und UF verdeutlicht 
durchaus eine Grundproblematik der beiden Analysentechniken – insbesondere der UF –, 
für die eine Einschränkung hinsichtlich extrahierbarer Analyten bestehen kann236, 237. So 
konnte Theodoridis236 zeigen, dass für das Fluorchinolon Ciprofloxacin mit 45 % PPB 
vergleichbare Ergebnisse mittels UF, SPME und in der bis dahin publizierten Literatur 
erzielt wurden, während für das stark proteingebundene Naproxen keine freien 
Konzentrationen mittels UF ermittelt werden konnten. Vuckovic et al.237 konnten weiterhin 
zeigen, dass die SPME gegenüber der UF und der Proteinfällung zu reduzierten 
Ionsuppressionen in den Messungen und im Vergleich zur UF zu einem erweiterten 
Anwendungsbereich hinsichtlich hydrophober Verbindungen führte. Grundsätzlich lässt 
sich sagen, dass die SPME als Probenvorbereitungsverfahren einige Limitationen anderer 
Methoden umgeht und somit – in Abhängigkeit von der Fragestellung – Vorteile 
gegenüber diesen Methoden besitzt. Es muss aber immer bedacht werden, dass jede der 
genannten Extraktionsverfahren seine Vor- und Nachteile besitzt und die erzielten 
Ergebnisse jeweils stark spezifisch für die eingesetzte Methode und die angewendeten 
Versuchsbedingungen sind236. 
 
Die SPME ist eine Extraktionsmethode, die ständigen Weiterentwicklungen unterliegt. Zu 
diesen Weiterentwicklungen zählt auch der Einsatz neuartiger Beschichtungsmaterialien 
(zum Beispiel ionische Flüssigkeiten246-250, Antikörper251, „Molecularly Imprinted Polymers“ 
(MIP)251-253). Dabei sollen die Adsorptionsmaterialien sich durch hohe Selektivitäten für 
bestimmte Analytgruppen und hohe Affinitäten zu bestimmten chemisch-molekularen 
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Strukturtypen auszeichnen. Weitere Anforderungen, die an die Beschichtungsmaterialien 
gestellt werden, sind sowohl eine Stabilität über einen weiten pH – Bereich als auch eine 
hohe thermische und mechanische Stabilität253. Neben der Entwicklung neuer Beschich-
tungsmaterialien zählt die Automatisierung der SPME mit direkter Kopplung an flüssig- 
oder gaschromatographische Trennverfahren zu den derzeitig stattfindenden Weiterent-
wicklungen. Durch die SPME – Automatisierungstechnik100, 234, 235, 254-258 werden eine 
Steigerung in der Präzision des Extraktionsschrittes und somit der Reproduzierbarkeit der 
Analysenergebnisse sowie eine Verringerung der Extraktionszeiten ermöglicht, wodurch 
wiederum eine größere Anzahl an Analysen in der gleichen Zeit durchgeführt werden 
kann251, 253, 259, 260. Dieser wichtige Punkt ist insbesondere für einen zukünftigen Einsatz 
der SPME in routinemäßigen klinischen, forensischen, toxikologischen und 
umweltanalytischen Laboren von entscheidender Bedeutung231, 261, 262. Einige Studien, 
deren Methodenentwicklungen das Potential zum klinischen Einsatz besitzen, sind bereits 
publiziert worden263. Raikos et al.264 haben eine SPME – Methode zum Nachweis von 
analgetischen und anästhetischen Arzneistoffen aus menschlichen Urin entwickelt, 
während Miekisch et al.265 die klinische Anwendbarkeit der SPME zur zeitnahen 
Überwachung und Bestimmung von Propofolkonzentrationen im Atemgas und Blut von 
maschinell beatmeten Patienten untersucht haben. Salgado-Petinal et al.266 entwickelten 
eine Methode zur Bestimmung von selektiven Serotonin-Wiederaufnahmeinhibitoren aus 
Urin, wobei sie auch einige der Metabolite mit erfassten. 
 
Weiter in den Fokus des internationalen Interesses wird wohl zukünftig die Frage des 
Einsatzes der SPME als in vivo – Verfahren zur Bestimmung von Arzneistoff-
konzentrationen im menschlichen Körper rücken, um ein minimalinvasives und zeitnahes 
Überwachen der Arzneistoffkonzentrationen zu ermöglichen267. Für einen in vivo –Einsatz 
der SPME insbesondere im menschlichen Körper ist die Biokompatibilität der 
Beschichtungsmaterialien von bedeutender Relevanz, um nachteilige und/oder toxische 
Reaktionen im lebenden Organismus zu vermeiden und die Adhäsion von biologischen 
Molekülen (Proteine, Blutzellen) an der Beschichtungsoberfläche zu minimieren114, 230, 235. 
Eine Biokompatibilität der SPME – Fasern kann dabei durch die Verwendung von 
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biokompatiblen Extraktionsmaterialien (Polydimethylsiloxan, PPy) oder durch eine 
Modifikation herkömmlicher Beschichtungen mit biokompatiblen Polymeren (PAN, 
Polyethylenglykol) erfolgen220, 230, 235, 268-271. Insbesondere der Einsatz von PAN-C18 
beschichteten SPME – Fasern, deren Geometrie hinsichtlich einer in vivo – Anwendung 
optimiert werden müsste, erscheint sehr vielversprechend230. Ursächlich dafür ist das 
Vorhandensein stark polarer Nitrilgruppen in der PAN-Beschichtung, welche durch 
Wasserstoffbrückenbindungen mit Wasser interagieren und zur Bildung einer Hydrathülle 
beitragen. Durch die Hydratschicht wird die Wechselwirkung von Proteinen und Blutzellen 
mit dem Beschichtungspolymer unterdrückt230, 272. Die Anwendbarkeit der in vivo – SPME 
für pharmakokinetische und den Stoffwechsel betreffende Studien wurde von 
verschiedenen Autoren226, 273-276 in den letzten Jahren bereits publiziert. Dabei werden für 
in vivo – Analysen Extraktionsbedingungen im nicht erreichten Extraktionsgleichgewichts-
zustand bevorzugt, um die Extraktionszeit deutlich zu reduzieren (≤ 10 min) und somit 
eine Reduktion der gesamten Anaylsenzeit zu bewirken277. Minarghi et al.230 diskutierten 
weiterhin, dass die biokompatiblen SPME – Beschichtungsmaterialien zukünftig das 
Potential besitzen würden, für die Arzneistoffanalysen aus komplexen Matrizes wie 
verschiedenen Gewebearten eingesetzt zu werden. Bojko et al.267 und Cudjoe et al.278 
haben bereits erste Applikation für den Einsatz der in vivo – SPME zum Nachweis von 
Medikamenten und Neurotransmittern in Geweben von Ratten, Fischen und Schweinen 
publiziert, wobei Bojko et al.267 zu der Erkenntnis gelangt sind, dass die in vivo – SPME 
als Alternative zur Entnahme von Gewebesubproben im Tiermodell erfolgreich einsetzbar 
ist. 
 
So vorteilhaft die in vivo – SPME auch gegenüber anderen entsprechenden Methoden wie 
der Mikrodialyse oder UF aufgrund der deutlich verringerten Analysenzeit und –kosten, 
der entfallenden Notwendigkeit von Pumpen, der wiederholten Probennahme beim 
gleichen Tier innerhalb eines kurzen Zeitfensters, der reduzierten Gesamtversuchsschritte 
und einer damit reduzierten Kontaminations- und Probenverlustmöglichkeit ist235, bietet 
die in vivo – SPME auch einige Hindernisse auf dem Weg zur Applikation im 
menschlichen Körper. Neben den oben bereits erwähnten Parametern wie der 
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mechanischen Stabilität, einer ausreichenden Faserflexibilität und der Biokompatibilität 
der Beschichtungsmaterialien ist das Design der SPME – Fasern von entscheidender 
Bedeutung. Die Fasern sollten zur Vermeidung von Schäden an den Venen und Geweben 
so minimalistisch wie möglich sein, was aber in der Regel zu verringerten extrahierten 
Analytmengen führt235, was nur teilweise, insbesondere für Analyten im Spurenbereich, 
durch eine hoch empfindliche Analysentechnik kompensiert werden kann. Darüber hinaus 
steht vor der Anwendung der in vivo – SPME am Menschen grundsätzlich ein 
entsprechendes ethisches Votum aus, wobei der Nutzen der in vivo –SPME gegenüber 
einer möglichen Gefährdung des Menschen durch diese neue Methode gründlich 
abgewogen werden muss. Sicherlich müssen vor diesem finalen Schritt die oben 
beschriebenen Nachteile der in vivo – SPME gelöst werden. Darüber hinaus wird es 
sicherlich erforderlich sein, validierte, qualitätsgesicherte und –kontrollierte 
Versuchsabläufe für die einzelnen Anwendungsaufgaben und Einsatzgebiete der SPME 
zu erarbeiten, bevor die regulierenden Institutionen (zum Beispiel die „US Food and Drug 
Administration“) die SPME als Standardmethode in routinemäßigen, mit realem 
Patientenmaterial arbeitenden Laboren medizinischer Einrichtungen zulässt263. Es bleibt 
abzuwarten, inwieweit dies möglich ist und ob die in vivo – SPME in den nächsten Jahren 
zum Einsatz am Menschen gelangen wird. Vielversprechende Lösungsansätze einzelner 
Problempunkte sind bereits vorhanden, wie das Beispiel der PAN-Polymer-
Faserbeschichtungen aufzeigt. 
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6 Zusammenfassung 
Zwei flüssigchromatographische Methoden für die quantitative Bestimmung von DPT aus 
bioanalytisch relevanten Matrizes mit photometrischer und massenspektrometrischer 
Detektion wurden entwickelt und validiert, um unterschiedliche Frage- und 
Aufgabenstellungen in der DPT-Analytik zu bearbeiten. Die Verwendung einer Luna® C8 –
Säule ist insbesondere für ein hohes Probenaufkommen (High Throughput) geeignet, 
während der Einsatz einer Nucleosil® C8 HD – Säule zur Steigerung der Selektivität bei 
komplexen Matrizen führt. 
 
In Untersuchungen zum pharmakodynamischen Einfluss der drei klinisch relevanten 
Antibiotika LVX, DPT und CLI auf humane PMN in vitro zeigten sich sowohl stimulierende 
als auch beeinträchtigende Auswirkungen auf die spezifischen Zellfunktionen Chemotaxis, 
Phagozytose, „Oxidative Burst“ und die Freisetzung von wichtigen Zytokinen. Darüber 
hinaus konnte gezeigt werden, dass in PMN die zellassoziierte Konzentration von DPT, 
welches primär an Gram-positive Bakterienmembranen bindet, ausreichend hoch ist, 
sodass der Einsatz von DPT in der Therapie von Keimen wie MRSA eine wichtige Option 
darstellt. Die zellassoziierte Anbindung von DPT an humane PMN ist ein überraschendes 
Ergebnis, da bislang über die Interaktionsfähigkeit von DPT mit PMN-Zellen (intrazelluläre 
Aufnahme: ja oder nein?) nur sehr wenig bekannt war. 
 
Die Anwendbarkeit optimierter SPME-Methoden zur direkten Bestimmung der freien, nicht 
an Matrixbestandteile (Proteine, Zellen) gebundenen Arzneistoffkonzentrationen konnte 
insbesondere für DPT aus Plasma und für SRL aus Vollblut demonstriert werden. Dabei 
lieferte die SPME als Probenvorbereitungsverfahren selektive, sensitive, präzise und 
reproduzierbare Ergebnisse. Als die Extraktionsausbeute beeinflussende Parameter 
wurden dabei insbesondere die Ad- und Desorptionszeiten sowie die Agitationsart 
evaluiert. Deutliche Einflüsse auf die Extraktionsausbeuten der SPME wurden zudem 
durch unterschiedliche Interaktionen zwischen den einzelnen Beschichtungsmaterialien 
und den Analyten hervorgerufen. Darüber hinaus kann die SPME, wie am Beispiel von 
DPT gezeigt werden konnte, ein alternatives indirektes Verfahren für die Bestimmung der 
Plasmaproteinbindung von Arzneistoffen darstellen. 
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